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standardne deviacije treh neodvisnih gojenj bakterijske kulture. 
Priloga F: Bakteriji B. subtilis PS-216 in B. subtilis BM1534 v tekočem gojišču MSgM s 
100 µM FeCl3 brez ali z dodatkom izrabljenega gojišča (Ig) bakterije S. rimosus R7: 
statistična obdelava rezultatov – vrednosti t. Vrednosti, označene z rdečo barvo, niso 
statistično različne (t > 0,05). 
Priloga G: Bakteriji B. subtilis PS-216 in S. rimosus R7 v monokulturi in kokulturi na 
trdnem gojišču MSgM z 0 µM, 10 µM, 25 µM, 50 µM, 100 µM in 150 µM FeCl3: 
fluorescenčna intenziteta normirana na OD650, ter relativne vrednosti fluorescenčne 
intenzitete normirane na OD650 v kokulturi glede na monokulturo. 
Priloga H: Bakteriji B. subtilis PS-216 in S. rimosus R7 v monokulturi in kokulturi na 
trdnem gojišču MSgM z 0 µM, 10 µM, 25 µM, 50 µM, 100 µM in 150 µM FeCl3: statistična 
obdelava rezultatov fluorescenčne intenzitete normirane na OD650 – vrednosti t. Vrednosti, 
označene z rdečo barvo, niso statistično različne (t > 0,05). 
Priloga I: Bakteriji B. subtilis PS-216 in S. rimosus R7 v monokulturi in kokulturi na trdnem 
gojišču MSgM z 0 µM, 10 µM, 25 µM, 50 µM, 100 µM in 150 µM FeCl3: statistična 
obdelava rezultatov relativnih vrednosti fluorescenčne intenzitete normirane na OD650 v 
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kokulturi glede na monokulturo – vrednosti t. Vrednosti, označene z rdečo barvo, niso 
statistično različne (t > 0,05). 
Priloga J: Mutanti B. subtilis BM1531 (ΔperR) in B. subtilis BM1550 (ΔkatA) ter bakterija 
S. rimosus R7 v monokulturi in kokulturi na trdnem gojišču MSgM z 0 µM, 50 µM in 150 
µM FeCl3: fluorescenčna intenziteta normirana na OD650, in relativne vrednosti 
fluorescenčne intenzitete normirane na OD650 v kokulturi glede na monokulturo. 
Priloga K: Mutanta B. subtilis BM1531 (ΔperR) in bakterija S. rimosus R7 v monokulturi 
in kokulturi na trdnem gojišču MSgM z 0 µM, 50 µM in 150 µM FeCl3: statistična obdelava 
rezultatov fluorescenčne intenzitete normirane na OD650 – vrednosti t. Vrednosti, označene 
z rdečo barvo, niso statistično različne (t > 0,05). 
Priloga L: Mutanta B. subtilis BM1531 (ΔperR) in bakterija S. rimosus R7 v monokulturi 
in kokulturi na trdnem gojišču MSgM z 0 µM, 50 µM in 150 µM FeCl3: statistična obdelava 
rezultatov relativnih vrednosti fluorescenčne intenzitete normirane na OD650 v kokulturi 
glede na monokulturo – vrednosti t. Vrednosti, označene z rdečo barvo, niso statistično 
različne (t > 0,05). 
Priloga M: Mutanta B. subtilis BM1550 (ΔkatA) in bakterija S. rimosus R7 v monokulturi 
in kokulturi na trdnem gojišču MSgM z 0 µM, 50 µM in 150 µM FeCl3: statistična obdelava 
rezultatov fluorescenčne intenzitete normirane na OD650 – vrednosti t. Vrednosti, označene 
z rdečo barvo, niso statistično različne (t > 0,05). 
Priloga N: Mutanta B. subtilis BM1550 (ΔkatA) in bakterija S. rimosus R7 v monokulturi 
in kokulturi na trdnem gojišču MSgM z 0 µM, 50 µM in 150 µM FeCl3: statistična obdelava 
rezultatov relativnih vrednosti fluorescenčne intenzitete normirane na OD650 v kokulturi 
glede na monokulturo – vrednosti t. Vrednosti, označene z rdečo barvo, niso statistično 
različne (t > 0,05). 
Priloga O: Nivo znotrajcelične oksidacije pri bakterijah B. subtilis PS-216 in S. rimosus R7 
ob dodatku svežega (Sg) ali izrabljenega gojišča (Ig) v tekočem gojišču MSgM z 0 µM, 50 
µM in 100 µM FeCl3: fluorescenčna intenziteta normirana na vrednost OD650 in relativna 
fluorescenčna intenziteta normirana na OD650 kulture z dodanim izrabljenim gojiščem glede 
na kulturo z dodanim svežim gojiščem. 
Priloga P: Nivo znotrajcelične oksidacije pri bakteriji B. subtilis PS-216 ob dodatku svežega 
(Sg) ali izrabljenega gojišča (Ig) v tekočem gojišču MSgM z 0 µM, 50 µM in 100 µM FeCl3 
po 13,5 urah gojenja: statistična obdelava rezultatov fluorescenčne intenzitete normirane na 
OD650 – vrednosti t. Vrednosti, označene z rdečo barvo, niso statistično različne (t > 0,05). 
Priloga R: Nivo znotrajcelične oksidacije pri bakteriji B. subtilis PS-216 ob dodatku svežega 
(Sg) ali izrabljenega gojišča (Ig) v tekočem gojišču MSgM z 0 µM, 50 µM in 100 µM FeCl3 
po 13,5 urah gojenja: statistična obdelava rezultatov relativne fluorescenčne intenzitete 
normirane na OD650 kulture z dodanim izrabljenim gojiščem glede na kulturo z dodanim 
svežim gojiščem – vrednosti t. Vrednosti, označene z rdečo barvo, niso statistično različne 
(t > 0,05). 
Priloga S: Nivo znotrajcelične oksidacije pri bakteriji B. subtilis PS-216 ob dodatku svežega 
(Sg) ali izrabljenega gojišča (Ig) v tekočem gojišču MSgM z 0 µM, 50 µM in 100 µM FeCl3 
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po 24-ih urah gojenja: statistična obdelava rezultatov fluorescenčne intenzitete normirane na 
OD650 – vrednosti t. Vrednosti, označene z rdečo barvo, niso statistično različne (t > 0,05). 
Priloga T: Nivo znotrajcelične oksidacije pri bakteriji B. subtilis PS-216 ob dodatku svežega 
(Sg) ali izrabljenega gojišča (Ig) v tekočem gojišču MSgM z 0 µM, 50 µM in 100 µM FeCl3 
po 24-ih urah gojenja: statistična obdelava rezultatov relativne fluorescenčne intenzitete 
normirane na OD650 kulture z dodanim izrabljenim gojiščem glede na kulturo z dodanim 
svežim gojiščem – vrednosti t. Vrednosti, označene z rdečo barvo, niso statistično različne 
(t > 0,05). 
Priloga U: Nivo znotrajcelične oksidacije pri bakteriji S. rimosus R7 ob dodatku svežega 
(Sg) ali izrabljenega gojišča (Ig) v tekočem gojišču MSgM z 0 µM, 50 µM in 100 µM FeCl3 
po 24-ih urah gojenja: statistična obdelava rezultatov fluorescenčne intenzitete normirane na 
OD650 – vrednosti t. Vrednosti, označene z rdečo barvo, niso statistično različne (t > 0,05). 
Priloga V: Nivo znotrajcelične oksidacije pri bakteriji S. rimosus R7 ob dodatku svežega 
(Sg) ali izrabljenega gojišča (Ig) v tekočem gojišču MSgM z 0 µM, 50 µM in 100 µM FeCl3 
po 24-ih urah gojenja: statistična obdelava rezultatov relativne fluorescenčne intenzitete 
normirane na OD650 kulture z dodanim izrabljenim gojiščem glede na kulturo z dodanim 
svežim gojiščem – vrednosti t. Vrednosti, označene z rdečo barvo, niso statistično različne 
(t > 0,05). 
Priloga Z: Nivo znotrajcelične oksidacije pri bakteriji S. rimosus R7 ob dodatku svežega 
(Sg) ali izrabljenega gojišča (Ig) v tekočem gojišču MSgM z 0 µM, 50 µM in 100 µM FeCl3 
po 48-ih urah gojenja: statistična obdelava rezultatov fluorescenčne normirane na OD650 – 
vrednosti t. Vrednosti, označene z rdečo barvo, niso statistično različne (t > 0,05). 
Priloga AA: Nivo znotrajcelične oksidacije pri bakteriji S. rimosus R7 ob dodatku svežega 
(Sg) ali izrabljenega gojišča (Ig) v tekočem gojišču MSgM z 0 µM, 50 µM in 100 µM FeCl3 
po 48-ih urah gojenja: statistična obdelava rezultatov relativne fluorescenčne intenzitete 
normirane na OD650 kulture z dodanim izrabljenim gojiščem glede na kulturo z dodanim 
svežim gojiščem – vrednosti t. Vrednosti, označene z rdečo barvo, niso statistično različne 
(t > 0,05). 
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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
(m/m)  masa/masa 
(v/v)  volumen/volumen 
a.u.  absorbančne enote 
H2DCFDA 2',7'-diklorodihidrofluorescein diacetat 
LB  Luria-Bertani 
OD650  optična gostota pri 650 nanometrih 
RFU  relativna fluorescenčna enota (ang. relative fluorescence unit) 
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Kompleksnost mikrobnih interakcij v naravi ni pogojena samo z okoljem, ampak tudi z 
organizmi samimi. Mikrobne interakcije so zlasti intenzivne tam, kjer so celice v stiku. 
Medvrstne interakcije potekajo preko signalov (npr. sekundarnih metabolitov, ki jih 
izločajo), s katerimi lahko spreminjajo izražanje genov in fenotip sosednjih 
mikroorganizmov (Straight in Kolter, 2009). Posamezne interakcije so za bakterijsko vrsto 
zelo pomembne, saj lahko zavirajo njeno rast ali jo spodbudijo (Hibbing in sod., 2010; 
Freilich in sod., 2011). Kokultivacija dveh ali več bakterij lahko povzroči tudi aktivacijo 
sicer tihih genskih skupin, ki nosijo zapis za različne sekundarne metabolite (Marmann in 
sod., 2014). 
 
Talne bakterije iz rodu Bacillus in Streptomyces, ki si delijo habitat, lahko ob potencialnem 
stiku vplivajo na proizvodnjo javnih dobrin druga druge (Traxler in Kolter, 2015). Na 
primer, pokazali so, da surfaktin bakterije Bacillus subtilis preprečuje nastanek zračnih 
struktur pri bakteriji Streptomyces coelicolor (Straight in sod., 2006) in da bakterija 
B. subtilis poveča tvorbo undecilprodigiozina pri bakteriji S. coelicolor (Luti in Mavituna, 
2011). V predhodnih raziskavah je bilo ugotovljeno, da sočasno gojenje bakterij B. subtilis 
in Streptomyces rimosus v gojišču MSgM povzroči proizvodnjo rožnate učinkovine pri 
streptomiceti. Na podlagi teh raziskav želimo ugotoviti vzrok, ki sproži proizvodnjo rožnate 
učinkovine pri bakteriji Streptomyces rimosus. 
 
Cilji magistrskega dela so bili: 
 Ovrednotiti izbrane fiziološke spremembe (znotrajcelična oksidacija), ki so 
posledica interakcij bakterij B. subtilis in S. rimosus. 
 Raziskati možne signale, ki sprožijo proizvodnjo rožnate učinkovine pri bakteriji 
S. rimosus v prisotnosti bakterije B. subtilis. 
 
Postavili smo naslednje hipoteze: 
 Kokultivacija bakterij B. subtilis in S. rimosus v gojišču MSgM povzroči indukcijo 
znotrajcelične oksidacije pri vsaj enem izmed preučevanih organizmov. 
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 MEDVRSTNE INTERAKCIJE 
 
V naravnem habitatu, kot so tla, ne najdemo zgolj bakterij ene vrste, temveč gre večkrat za 
kompleksne in mešane združbe, ki so sestavljene iz različnih bakterijskih vrst ter so ves čas 
v tesnem stiku (Davies, 2013). Kjer so celice v stiku, potekajo tudi intenzivne interakcije 
med organizmi (Straight in Kolter, 2009). Že leta 1870 so mikrobiologi opazili, da lahko ena 
vrsta bakterije zavira rast druge vrste (Demain in Fang, 2000). Danes ugotavljamo, da so 
bakterije socialni organizmi, ki lahko medsebojno vplivajo tako na bakterije iste vrste kot 
tudi na bakterije druge vrste  (Stubbendieck in sod., 2016). Tako se bakterije odzivajo ne 
samo na okolje, v katerem živijo, temveč tudi na organizme, s katerimi so v neposrednem 
stiku (Stubbendieck in sod., 2016). Bakterije, ki živijo v skupnosti, imajo pogosto dostop do 
več različnih hranil kot ena sama celica, ki je izolirana od ostalih celic (Ponomarova in Patil, 
2015), saj si lahko med seboj izmenjujejo substrate za celično rast in odpadne produkte 
(Straight in Kolter, 2009). 
 
V naravi najdemo dve vrsti interakcij – kooperativno in kompetitivno (Straight in Kolter, 
2009). V splošnem pri kooperativni interakciji ena vrsta bakterije proizvaja sekundarne 
metabolite, ki jih lahko uporablja druga vrsta bakterije. Včasih so takšne interakcije 
vzajemne (Freilich in sod., 2011). Kooperativne interakcije so lahko tudi posledica 
premagovanja določenega stresa pri eni vrsti bakterij, ki nato posledično pomaga tudi drugim 
vrstam v bližini (Gross, 2008). Pri kooperativnem vedenju lahko pride do delitve dela, ki 
vodi do hitrejše rasti bakterij, večje sposobnosti razgradnje ter tudi do povečanja virulence 
(Fowler in sod., 2014; McNally in sod., 2014; Pande in sod., 2014). 
 
Pri kompetitivni interakciji bakterije tekmujejo za iste vire (Freilich in sod., 2011). Pri tem 
poznamo dve različni strategiji: vrsti lahko tekmujeta za limitne substrate brez direktnega 
kontakta ali z direktno antagonistično interakcijo, na primer z antibiotiki (Hibbing in sod., 
2010). 
 
Da bi lahko organizme dejansko razumeli, jih torej moramo postaviti tudi v ekološki 
kontekst, vendar je bakterijske medvrstne interakcije težko preučevati, saj je potrebno 
spremljati več parametrov hkrati. Problem predstavlja predvsem dejstvo, da v naravi 
skupnosti večinoma niso homogeno porazdeljene, saj nanje vplivajo tudi fizikalni pogoji 
(Stubbendieck in sod., 2016). Danes medvrstne interakcije večinoma proučujejo tako, da v 
definiranih pogojih sočasno gojijo dve ali več bakterijskih vrst (Stubbendieck in Straight, 
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2.1.1 Sekundarni metaboliti 
 
Med primarne metabolite uvrščamo molekule, ki so nujno potrebne in jih organizmi 
sintetizirajo, da lahko živijo in se delijo (Demain in Fang, 2000). Poleg tega bakterije, glive 
in tudi rastline proizvajajo še sekundarne metabolite (Demain in Fang, 2000), ki jih 
imenujejo tudi specializirani mikrobni metaboliti (Davies, 2013). 
 
Sekundarni metaboliti so molekule, ki se sintetizirajo v pozni fazi rasti ter imajo nizko 
molekulsko maso. Pogosto se v laboratorijskih pogojih določeni sekundarni metaboliti sploh 
ne sintetizirajo (Davies, 2013). Lahko imajo zelo različne biološke aktivnosti, na primer 
zaviranje rasti ali uničenje drugih organizmov (npr. antibiotiki), prenos kovin (npr. 
siderofori), omogočajo simbiozo z rastlinami ter stimulirajo njihovo rast, omogočajo 
diferenciacijo celic (npr. sporulacijo) in še mnoge druge (Demain in Fang, 2000). Še vedno 
ne poznamo biološke aktivnosti vseh do sedaj izoliranih sekundarnih metabolitov, zato je 
možno, da imajo še kakšno drugo vlogo (Challis in Hopwood, 2003). V zadnjem času 
ugotavljajo, da je biološka aktivnost sekundarnih metabolitov odvisna tudi od koncentracije 
le-teh v okolju, saj lahko na primer antibiotiki v nizkih koncentracijah delujejo kot signalne 
molekule (Andersson in Hughes, 2014). 
 
Sekundarni metaboliti so lahko zelo raznoliki zaradi horizontalnih genskih prenosov, 
točkovnih mutacij, podvojitev genov, zamenjav in/ali izbrisov celotnih ali delnih genov, 
homologne rekombinacije in transpozicij (Baltz, 2008). 
 
Čeprav so na začetku menili, da so sekundarni metaboliti molekule, ki omogočajo preživetje 
v danem okolju (Demain in Fang, 2000), danes ugotavljajo, da imajo lahko tudi vlogo 
signalnih molekul (Traxler in Kolter, 2015). Bakterije se na sosednje organizme odzovejo s 
proizvodnjo različnih kemičnih signalov, ki jih tudi zaznajo in se nanje odzivajo. Kemične 
signale lahko razumemo kot nekakšen jezik, s katerim se bakterije sporazumevajo. Bakterija 
zazna kemični signal, ko se le-ta veže na receptor (Straight in Kolter, 2009). Posledično 
lahko v bakteriji naraste nivo določenih znotrajceličnih molekul kot so kalcijevi ioni, 
alarmoni ali reaktivne kisikove zvrsti (ang. reactive oxygen species, ROS) (Radman in sod., 
2006; Kawai in sod., 2007; Murphy in sod., 2011). Spremembe v koncentraciji teh molekul 
delujejo kot direktni signal za regulacijo sekundarnih metabolitov (Abdelmohsen in sod., 
2015). Kemični signal lahko sproži aktivacijo ali represijo ene ali več biokemijskih poti. Pri 
tem se je potrebno zavedati, da se receptorji pri različnih vrstah bakterij lahko razlikujejo, 
posledično je odziv na isti signal pri bakterijah različnih vrstah različen (Straight in Kolter, 
2009). 
 
Pomembni aktivatorji sekundarnih metabolitov so tudi signalne molekule za zaznavanje 
kvoruma (Traxler in Kolter, 2015). Pri zaznavanju kvoruma bakterije iste vrste preko 
signalnih molekul zaznajo gostoto populacije (Shank in sod., 2011). Posledično zaznavanje 
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kvoruma omogoča organizmom nadzor nad določenimi procesi, kot so sinteza javnih dobrin 
in nastanek biofilma (Traxler in Kolter, 2015).  
  
Pri filamentoznih bakterijah so najpogostejše proizvajalke sekundarnih metabolitov 
bakterije iz rodu Streptomyces, pri enoceličnih bakterije iz rodu Bacillus (Demain in Fang, 
2000). 
 
2.1.1.1 Tihe genske skupine za produkcijo sekundarnih metabolitov 
 
Z izrazom tihe genske skupine označujemo skupine genov za sintezo sekundarnih 
metabolitov, ki se ne inducirajo, če organizem raste v monokulturi (Marmann in sod., 2014). 
Interakcije med različnimi mikroorganizmi lahko povzročijo indukcijo sicer utišanih 
biokemijskih poti, ki vodijo do nastanka sekundarnih metabolitov (Abdelmohsen in sod., 
2015). Takšen vpliv je viden tako pri gojenju bakterij z drugimi vrstami bakterij kot tudi pri 
gojenju bakterij z glivami (Marmann in sod., 2014). 
 
Kakšen je natančen potek mehanizma, še ne vemo (Marmann in sod., 2014), vendar so do 
sedaj postavili nekaj hipotez (Abdelmohsen in sod., 2015). Možno je, da morajo biti celice 
za prepis tihih genov v fizičnem kontaktu. Kot drugo možnost za prepis tihih genov navajajo 
produkcijo majhnih molekul, kot so molekule za zaznavanje kvoruma in siderofori. Prepis 
tihih genov bi lahko povzročila tudi produkcija encimov, ki bi aktivirali metabolni prekurzor 
za prepis teh genov. Kot zadnjo možnost navajajo horizontalni genski prenos, ki bi lahko 
aktiviral ali zavrl prepis utišanih genov (Abdelmohsen in sod., 2015). 
 
Tihe genske skupine lahko identificirajo že ob analizi celotnega genoma organizma (Challis, 
2008). Samo izražanje tihih genskih skupin lahko inducirajo tudi kemični signali, ki niso 
biološkega izvora, na primer anorganske spojine, redki zemeljski elementi, težke kovine 
(Abdelmohsen in sod., 2015), in tudi gojenje pod različnimi fiziološkimi pogoji (Bode in 
sod., 2002). 
 
2.2 TALNI HABITAT 
 
Osnovna struktura tal so agregati (Young in Crawford, 2004), ki so sestavljeni iz mineralnih 
delcev in jih skupaj drži organska snov (Traxler in Kolter, 2015). Med agregati se nahajajo 
pore, v katerih sta voda in zrak, ki sta pomembna fizikalna dejavnika za biološko aktivnost 
(Young in Crawford, 2004). Sestava tal se lahko začasno tudi spreminja (Traxler in Kolter, 
2015). 
 
Talni habitat je zelo bogat z različnimi mikrobnimi združbami (Traxler in Kolter, 2015). V 
tleh najdemo poleg bakterij, tudi arheje, glive, protozoje, nematode in še veliko drugih 
organizmov (Young in Crawford, 2004). Večina biomase je mikrobne (Traxler in Kolter, 
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2015). Mikroorganizmi v talnem ekosistemu opravljajo pomembne funkcije kot so kroženje 
snovi, omogočajo rast rastlinam, čistijo vodo, shranjujejo ogljik in ohranjajo strukturo tal 
(Young in Crawford, 2004). Talne bakterije so zelo dobro proučevane v laboratorijskih 
okoljih, slabše in situ (Straight in Kolter, 2009). 
 
Talni habitat je torej kompleksno okolje in zaradi pomanjkanja hranil tudi zelo stresno okolje 
(Challis in Hopwood, 2003; Luti in Mavituna, 2011). Prav stres je najbrž vzrok za sintezo 
številnih sekundarnih metabolitov pri bakterijah (Challis in Hopwood, 2003).  
 
2.2.1 Rod Streptomyces spp. 
 
V rod Streptomyces uvrščamo po Gramu pozitivne filamentozne bakterije, ki jih najdemo 
predvsem v talnih habitatih (Traxler in Kolter, 2015). Bakterije iz tega rodu so ene izmed 
največjih producentov sekundarnih metabolitov v tleh (Straight in Kolter, 2009). Zaradi 
širokega spektra metabolnih procesov in biotransformacij so ključni organizmi v talnem 
habitatu (Bentley in sod., 2002). Poleg tega so bakterije iz tega rodu tiste, zaradi katerih 
imajo tla specifičen vonj (Jones in sod., 2017). Genomi bakterij tega rodu so eni izmed 
največjih bakterijskih genomov, kar jih poznamo ter so večinoma linearni, kar je še ena 
posebnost tega rodu (Nett in sod., 2009). 
 
Nekatere vrste bakterij iz rodu Streptomyces so del mikrobne združbe rizosfere (Vurukonda 
in sod., 2018). Velika večina bakterij iz tega rodu spodbuja rast rastlin, le manjši del je 
patogenih (Viaene in sod., 2016). Korenine rastlin kolonizirajo z razširjanjem micelija 
(Seipke in sod., 2012). Streptomicete lahko sintetizirajo avksin in vitro (Goudjal in sod., 
2013), vendar zaenkrat še ni znano, ali sinteza poteka med okužbo rastline ter ali vpliva na 
rast rastlin (Vurukonda in sod., 2018). V zadnjem času raziskujejo tudi, ali bi lahko nekatere 
vrste iz rodu Streptomyces uporabili v biokontroli v poljedelstvu (Vurukonda in sod., 2018). 
 
Najprej so rod Streptomyces uvrščali med glive, saj lahko rastejo v obliki hif, vendar so 
filamenti tanjši kot pri glivah in širina filamenta je podobna kot pri bakterijski celici (Straight 
in Kolter, 2009). Leta 1950 so bakterije opazovali pod elektronskim mikroskopom in 
ugotovili, da imajo streptomicete enake celične strukture kot po Gramu pozitivne bakterije 
(Hopwood, 2006). V ta rod spada tudi modelni organizem Streptomyces coelicolor, na 
katerem proučujejo sintezo sekundarnih metabolitov, razvoj celic, genetiko in genomiko 
(Hopwood, 1967).  
 
Bakterije iz rodu Streptomyces so morfološko zelo kompleksne (Chater, 1998), saj tvorijo 
micelij, ki se razraste po substratu, istočasno s hifami prodirajo tudi v sam substrat (Miguelez 
in sod., 2000). Pri tem izločajo zunajcelične hidrolitične encime, ki jim omogočajo 
pridobivanje organskih molekul. S takšno rastjo so streptomicete velike bolj učinkovite kot 
ostale negibljive, enocelične bakterije (Miguelez in sod., 2000). S staranjem kolonije ter s 
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pomanjkanjem hranil, začno streptomicete tvorit zračne strukture (Miguelez in sod., 1994). 
Ob prehodu iz substratnega micelija v rast v obliki zračnih struktur se začne produkcija 
sekundarnih metabolitov (Straight in Kolter, 2009). 
 
Medtem ko ima substratni micelij predvsem vegetativno vlogo, je vloga zračnih struktur 
reproduktivna (Miguelez in sod., 2000). Na zračnih strukturah se namreč tvorijo spore, 
podobno kot pri filamentoznih glivah (Straight in Kolter, 2009). Nastanek spor je povezan 
tako z okoljskimi dejavniki (npr. stradanje) kot tudi s signalnimi molekulami (Straight in 
Kolter, 2009). Zračne strukture so dvignjene v zrak in nastanek spor na višini omogoča, da 
se razpršijo daleč vstran od že porabljenega substrata. Tako lahko kljub nemobilnosti 
zasedejo večji del habitata kot ostale negibljive bakterije (Miguelez in sod., 2000). 
 
Bakterije iz rodu Streptomyces zaznavajo kvorum s signalno molekulo γ-butirolakton 
(Willey in Gaskell, 2011). Signalne molekule niso nujne za rast bakterij, medtem ko so 
potrebne za celično diferenciacijo (Straight in Kolter, 2009). Poleg tega je zaznavanje 
kvoruma pomembno tudi za sintezo sekundarnih metabolitov, saj se le-ti začno sintetizirati 
šele, ko je dovolj biomase (Traxler in Kolter, 2015). Takšen primer so tudi antibiotiki, ki jih 
sintetizirajo bakterije iz rodu Streptomyces (Hibbing in sod., 2010). 
 
Poleg antibiotikov sintetizirajo bakterije iz rodu Streptomyces še eno pomembno vrsto 
sekundarnih metabolitov – siderofore (Traxler in Kolter, 2015). Glavna vloga sideroforov je 
vezava železa in prenos le-tega v celico (Neilands, 1981). Ker bakterije siderofore izločijo v 
okolje, jih lahko uporabijo tudi druge bakterije (Traxler in sod., 2012) ter tako stimulirajo 
njihovo rast in razvoj (Yamanaka in sod., 2005; D'Onofrio in sod., 2010). Posledično tudi 
siderofori vplivajo na medvrstne interakcije in njihova sinteza je lahko odvisna od interakcij 
(Traxler in Kolter, 2015). Poleg tega imajo bakterije iz rodu Streptomyces v svojem genomu 
več skupin genov za sintezo sideroforov, kar nakazuje, da je v naravnem okolju tekmovanje 
za železo zelo pogosto (Challis in Hopwood, 2003). 
 
Pri bakterijah iz rodu Streptomyces so odkrili tudi, da lahko pod določenimi pogoji 
sintetizirajo hlapne spojine, kot je na primer trimetilamin (TMA), ki lahko deluje kot 
signalna molekula za fizično oddaljene sorodne bakterije ter vpliva inhibitorno na rast ostalih 
bakterij (Jones in sod., 2017). Hlapne spojine lahko vplivajo tudi na rast rastlin (Cordovez 
in sod., 2015). 
 
2.2.2 Rod Bacillus spp. 
 
Bakterije iz rodu Bacillus so aerobne po Gramu pozitivne bakterije, paličaste oblike, katerih 
največ predstavnikov najdemo v tleh. Premikajo se z lateralnimi bički (Claus in Berkeley, 
1986). 
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Bakterije iz tega rodu lahko sintetizirajo spore, ki so zelo odporne na stresne dejavnike v 
okolju (Claus in Berkeley, 1986). Spore nastanejo na zračnih strukturah na biofilmu, ki jih 
ustvarijo diferencirane celice (Straight in Kolter, 2009) ali nastanejo ob stresnih dejavnikih 
v okolju, na primer zaradi pomanjkanja hranil (Traxler in Kolter, 2015). 
 
Bakterije iz rodu Bacillus izločajo veliko sekundarnih metabolitov, kot so antibiotiki, 
antimikotiki in siderofori (Sansinenea in Ortiz, 2011). Izločeni sekundarni metaboliti lahko 
vplivajo tudi na mikrofloro v rizosferi, in sicer antagonistično na patogene organizme ali 
spodbudijo odziv imunskega sistema gostitelja (Velusamy in Gnanamanickam, 2008). 
 
Bakterija Bacillus subtilis je pomemben predstavnik talnih organizmov. Poleg tega je 
modelni organizem za po Gramu pozitivne bakterije, predvsem na področju fiziologije in 
molekularne biologije. Bakterija B. subtilis je tudi ključen organizem za proučevanje razvoja 
bakterijske celice (npr. nastanek spor), večceličnosti (npr. nastanek biofilma, rojenje) in 
medvrstnih interakcij (Traxler in Kolter, 2015). Pri tej bakteriji proučujejo tudi diferenciacijo 
populacije v več subpopulacij specializiranih celic (López in Kotler, 2010). Pri bakteriji 
B. subtilis so v genomu odkrili veliko genov, ki se ne zdijo esencialni, vendar so lahko ravno 
ti geni tisti, ki omogočajo preživetje bakterije v stiku s konkurenčnimi organizmi 
(Stubbendieck in sod., 2016). 
 
2.2.3 Interakcije Bacillus-Streptomyces 
 
Bakterije iz rodu Bacillus in Streptomyces so v talnih habitatih zelo pogoste (Straight in 
Kolter, 2009) in si posledično delijo habitat (Traxler in Kolter, 2015). Ob potencialnem stiku 
lahko vplivajo na proizvodnjo javnih dobrin druga druge (Traxler in Kolter, 2015). Najbolj 
poznana sta dva primera: vpliv surfaktina bakterije Bacillus subtilis na nastanek zračnih 
struktur pri bakteriji Streptomyces coelicolor (Straight in sod., 2006) in vpliv bakterije 
B. subtilis na tvorbo undecilprodigiozina pri S. coelicolor (Luti in Mavituna, 2011). 
 
Bakterija S. coelicolor mora sintetizirati peptid SapB, da lahko tvori zračne strukture, 
medtem ko potrebuje bakterija B. subtilis za tvorbo zračnih struktur surfaktin. Vendar 
surfaktin v kokulturi bakterij B. subtilis in S. coelicolor zavira nastanek zračnih struktur pri 
slednji. Surfaktin ne vpliva na substratni micelij, torej ne deluje kot antibiotik. Njegov vpliv 
je antagonističen, vendar mehanizem in vzrok še nista pojasnjena (Straight in sod., 2006). 
Poleg tega so pri bakteriji Streptomyces sp. Mg1 odkrili, da pri gojenju v kokulturi z bakterijo 
B. subtilis lahko sintetizira hidrolazo, ki lahko razgradi surfaktin bakterije B. subtilis 
(Hoefler in sod., 2012). 
 
Undecilprodigiozin je pigmentiran antibiotik, ki ga sintetizira bakterija S. coelicolor 
(Feitelson in sod., 1985). Ugotovili so, da bakterija S. coelicolor sintetizira večje 
koncentracije undecilprodigiozina v kokulturi z bakterijo B. subtilis in tudi ob stiku z 
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mrtvimi celicami bakterije B. subtilis (Luti in Mavituna, 2011). Zaenkrat še niso odkrili, 
katera molekula bakterije B. subtilis spodbudi večjo sintezo antibiotika pri bakteriji S. 
coeliclor (Luti in Mavituna, 2011). 
 
To nista edina poznana primera interakcije med B. subtilis in bakterijami iz rodu 
Streptomyces (Traxler in Kolter, 2015). Ugotovili so, da molekula bacilen, ki jo sintetizira 
bakterija B. subtilis, zavira sintezo antibiotika prodiginina ter še nekaj drugih neznanih 
molekul, ki jih sintetizira bakterija S. coelicolor (Yang in sod., 2009). Roječe bakterije 
B. subtilis, ki molekule bacilen ne proizvajajo, sintezo prodiginina spodbudijo (Vargas-
Bautista in sod., 2014). 
 
Schneider in sod. (2012) so odkrili, da bakterija B. subtilis sintetizira encim YtnP, ki lahko 
razgradi signalno molekulo pri streptomicetah - γ-butirolakton. Posledično sta inhibirana 
tudi produkcija streptomicina in nastanek zračnih struktur. Izražanje gena za sintezo encima 
YtnP inducirajo majhne koncentracije streptomicina (Schneider in sod., 2012). 
 
Gojenje bakterij B. subtilis in Streptomyces sp. Mg1 v kokulturi pri slednji povzroči sintezo 
antibiotika kalkomicin A ter sintezo zaenkrat še neznane molekule, ki bi lahko bila še 
nepoznan antibiotik, toksin ali encim. Mešanica spojin povzroči razgradnjo kolonij bakterije 
B. subtilis ter povzroči lizo celic (Barger in sod., 2012). 
 
Bakterije iz rodu Streptomyces sintetizirajo različne spojine, kot so undecilprodigiozin, 
prodiginin in fenazin, ki zavirajo rast bakterije B. subtilis (Luti, 2015). 
 
2.3 OKSIDATIVNI STRES 
 
Nastanek reaktivnih kisikovih zvrsti (ROS) je pri organizmih, ki živijo v aerobnem okolju, 
neizbežen proces (Lushchak, 2011). Med ROS uvrščamo vodikov peroksid, superoksidni 
anion in hidroksilni radikal (Imlay, 2013). Do nastanka pride zaradi nepopolne redukcije 
molekule kisika med respiracijo, reakcij s flavini ter zaradi prisotnosti redoks-aktivnih kovin 
(Imlay in sod., 1988; Ames in sod., 1993; Demple in Harrison, 1994). Manjši del ROS 
nastane zaradi nekaterih encimov (npr. oksidaz) (Lushchak, 2011). 
 
Celice večino časa iščejo ravnotežje med sintezo ROS ter njihovo nevtralizacijo. Pod 
določenimi pogoji se ravnotežje lahko podre, kar vodi do povišane koncentracije ROS v 
celici oziroma do oksidativnega stresa. Oksidativni stres je pogost pri patoloških 
spremembah, na primer ob staranju celic. Ali bo celica preživela oksidativni stres je odvisno 
od njenega fiziološkega stanja, intenzitete oksidativnega stresa ter narave stresa (Lushchak, 
2011). 
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Povišane koncentracije ROS lahko povzročijo poškodbe celičnih komponent, na primer 
DNA, membranskih lipidov in proteinov (Ezraty in sod., 2017), zaradi česar imajo aerobni 
organizmi razvite različne obrambne strategije (Imlay, 2013). Najpogostejša strategija je 
sinteza encimov katalaza, peroksidaza in superoksid dismutaza, ki reagirajo z ROS ter jih 
pretvorijo v manj škodljive produkte (Imlay, 2013). Poleg encimov se celica pred ROS lahko 
obrani z antioksidanti, DNA-vezavnimi proteini in encimi, ki popravljajo poškodbe (Chen 
in sod., 1995). 
 
Encim katalaza (EC 1.11.1.6) pretvori vodikov peroksid v vodo in eno molekulo kisika 
(Lushchak, 2011). Vodikov peroksid je najbolj stabilna molekula izmed vseh ROS in se 
lahko akumulira tako v celici kot tudi v okolju (Faulkner in Helmann, 2011). Poleg tega 
lahko kot majhna nenabita molekula z difuzijo prehaja skozi membrano celice (Korshunov 
in Imlay, 2010). Veliko mikroorganizmov v tleh izloča vodikov peroksid za zmanjšanje 
kompeticije v okolju (Zuber, 2009).  
 
Encim superoksid dismutaza (EC 1.15.1.1) pretvori superoksid v eno molekulo kisika in 
vodikov peroksid. Encim peroksidaza (EC 1.11.1.x) z uporabo reducenta peroksid pretvori 
v vodo in reduciran produkt. Hidroksilni radikal je sicer najbolj aktiven oksidant od vseh 
ostalih ROS, vendar je kratkoživ in lahko zato difundira le na krajše razdalje. Zaradi tega 
organizmi niso razvili specifičnega encima za njegovo nevtralizacijo. Najbolj učinkovit 
način za obrambo pred hidroksilnim radikalom je preprečitev njegovega nastanka 
(Lushchak, 2011). 
 
Izsuševanje, temperaturni šoki, zdravljenje s protimikrobnimi spojinami in metabolno 
neravnovesje prav tako inducirajo bakterijske procese, ki jih navadno povezujemo z 
odzivom na oksidativni stres (Zuber, 2009). Kohanski in sod. (2007) so ugotovili, da lahko 
različni antibiotiki delno povzročijo tudi oksidativni stres v celici. 
 
Izražanje genov za sintezo antioksidativnih encimov in ostalih, ki pripomorejo k 
odstranjevanju ROS, je regulirano s transkripcijskimi faktorji, ki zaznavajo redoks stanje v 
celici (Faulkner in Helmann, 2011). 
 
Bakterije iz rodu Streptomyces imajo tri pomembne regulatorne faktorje, ki se odzovejo na 
oksidativni stres v celici: CatR, OhrR in faktor σB (Paget in sod., 1998; Hahn in sod., 2000; 
Oh in sod., 2007). Vse tri regulatorne faktorje nadzoruje transkripcijski faktor OxyR, ki 
nadzoruje tudi prepis antioksidativnih encimov (Liu in sod., 2016). 
 
Streptomicete imajo različne encime, ki zmanjšujejo ROS v celici: katalazo (CatA), dve vrsti 
superoksid dismutaz (Ni-SOD, FeZn-SOD) in vodikov-peroksid reduktazni sistem (geni 
ahpCD) (Kim in sod., 1996; Cho in Roe, 1997). 
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Pri rodu Bacillus so nekateri mehanizmi, ki blažijo ROS, povezani z razvojnimi procesi 
celice (Wang in sod., 2006). Razvojni krog rodu Bacillus je sestavljen iz različnih celičnih 
tipov, ki imajo različne diferenciacijske poti, zato so določeni mehanizmi za obrambo pred 
oksidativnim stresom in popravljanje makromolekulskih poškodb specifični za vsako 
subpopulacijo celic (Zuber, 2009). 
 
Bakterije imajo splošni odziv na stres, ki vpliva tudi na odpornost proti povišani 
koncentraciji ROS v celici (Zuber, 2009). Pri rodu Bacillus igrajo glavno vlogo trije 
regulatorni faktorji, ki se odzovejo na stresne dejavnike v okolju: PerR, OhrR in faktor σB 
(Helmann in sod., 2003). 
 
Protein PerR je metaloprotein, ki ima dva kofaktorja: cink in železo (Zuber, 2009), in vpliva 
na prepis genov, ki so inducirani ob stiku z vodikovim peroksidom, kot so mrgA, katA 
(katalaza), ahpCF (alkilhidroperoksid reduktaza) (Chen in sod., 1995). 
 
V stacionarni fazi rasti začno bakterije sintetizirati tudi regulatorni fakor σB (Zuber, 2009). 
Regulon σB vključuje gene sodA (superoksid dismutaza), katE (katalaza, ki se sintetizira v 
stacionarni fazi rasti) in ohrB (protein za odpornost proti organskemu hidroperoksidu) 
(Engelmann in Hecker, 1996; Hecker in sod., 2007; Antelmann in sod., 2008). Ti geni so 
inducirani med prehodom v stacionarni fazo rasti ter kot odgovor na oksidativni stres (Zuber, 
2009). 
 
2.3.1 Železo in oksidativni stres 
 
Težke kovine so v prevelikih koncentracijah toksične za celico, saj se vežejo na proteine in 
DNA (Schmidt in sod., 2007), vendar jih celice v manjših koncentracijah potrebujejo (Imlay, 
2008). Celice ohranjajo homeostazo tako, da višek kovin izločajo oziroma jih vežejo na 
določene komponente v citosolu, na kelatorje ali celično steno (Haferburg in Kothe, 2007). 
 
Železo je pogosto limitni dejavnik za rast v naravnih okoljih, kot so tla in oceani, saj je slabo 
topen v aerobnih pogojih (Faulkner in sod., 2011). Celice ga potrebujejo, ker je pogost 
kofaktor encimov, tudi pri encimih, ki branijo celico pred ROS (Imlay, 2008).  
 
Čeprav je vodikov peroksid kemično stabilna molekula, lahko hitro reagira z železovimi ioni 
ter tako generira hidroksilni radikal in oksidirane železove ione (Faulkner in Helmann, 
2011). Povišane koncentracije ROS lahko povzročijo večje koncentracije prostega železa v 
celici, saj poškodujejo metaloencime (Imlay, 2003). 
 
Transkripcijski faktor PerR, ki ga sintetizira bakterija B. subtilis, obenem zazna 
koncentracijo vodikovega peroksida in koncentracijo kovin v celici (Faulkner in Helmann, 
2011) ter tako nadzoruje homeostazo kovin v celici B. subtilis (Zuber, 2009). Določeni geni, 
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ki jih regulira transkripcijski faktor PerR, se ne prepišejo, če je celicam dodan mangan, saj 
je regulator PerR manj občutljiv na vodikov peroksid, ko ima kot kofaktor vezan mangan 
kot če ima vezano železo (Herbig in Helmann, 2002). Tako se na primer ob pomanjkanju 
železa v celici encim katalaza ves čas sintetizira, saj protein PerR z vezanim manganom ne 
utiša gena za sintezo katalaze (Faulkner in sod., 2011). Mangan lahko deluje kot antioksidant 
pri veliko bakterijskih vrstah (Imlay, 2008), zato je možno, da v teh primerih ni potrebno, da 
je regulon PerR popolnoma utišan (Zuber, 2009). Ko je bakterija izpostavljena ROS, začne 
vnašati mangan in cink (Zuber, 2009).  
 
ROS preko transkripcijskega faktorja PerR vplivajo tudi na prevzem železa (Faulkner in 
sod., 2011), saj vplivajo na transkripcijski  regulator Fur (Bsat in sod., 1998). Protein Fur, ki 
ima vezano železo, regulira gene za sintezo proteinov, ki omogočajo prevzem železa iz 
okolja (Zuber, 2009). Med oksidativnim stresom je regulator Fur inaktiviran zaradi ROS, 
posledično ni regulacije prevzema železa iz okolja (Varghese in sod., 2007). Večja 
koncentracija železa v celici bi namreč še povečala oksidativni stres v celici. Protein Fur je 
veliko manj občutljiv na vodikov peroksid kot protein PerR (Zuber, 2009). 
 
Reaktivni kovinski centri redoks-aktivnih proteinov so glavna tarča ROS, ki jih lahko zaščiti 
substrat oz. substratni analog. Predvsem so občutljivi encimi z železo-žveplovimi centri, ki 
se ob stiku z ROS inaktivirajo (Zuber, 2009). 
 
Druga tarča ROS so proteini, ki vsebujejo tiol in cistein (Lee in sod., 2007). Reakcija med 
ROS in tioli ter prostim cisteinom je sicer pogosto prepočasna, da bi bila biološko relevantna. 
Ostanki cisteina so pogosti v aktivnih centrih encimov in delujejo kot senzorji redoks stanja 
pri proteinih, ki so pomembni za nadzore različnih celičnih procesov, posledično so ti 
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3 MATERIAL IN METODE 
 
3.1 POTEK DELA 
 




Preglednica 1: V nalogi uporabljeni reagenti. 
Reagent Proizvajalec, država 
(NH4)2SO4 Merck, Nemčija 
2',7'-diklorodihidrofluorescein diacetat (H2DCFDA) Sigma-Aldrich, ZDA 
Agar Sigma-Aldrich, ZDA 
Agaroza Sigma-Aldrich, ZDA 
Se nadaljuje  
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Nadaljevanje Preglednice 1:  V nalogi uporabljeni reagenti. 
Reagent Proizvajalec, država 
CaCl2 x 2H2O Sigma-Aldrich, ZDA 
Cetrimonijev bromid (CTAB; HDTMA) Sigma-Aldrich, ZDA 
DL-fenilalanin Carl Roth GmbH + Co. KG, Nemčija 
dNTP (10 mM) Thermo Fischer Scientific, ZDA 
Eritromicin Carl Roth GmbH + Co. KG, Nemčija 
Etanol Sigma-Aldrich, ZDA 
Etilendiamintetraocetna kislina (EDTA) Sigma-Aldrich, ZDA 
FeCl3 x 6H2O Fluka, Nemčija 
Fenol Sigma-Aldrich, ZDA 
Gel Red Biotium, ZDA 
Glicerol Kemika, Hrvaška 
Glukoza Sigma-Aldrich, ZDA 
Izoamil alkohol Merck, Nemčija 
K2HPO4 Sigma-Aldrich, ZDA 
K3PO4 Sigma-Aldrich, ZDA 
KAPA2G fast (5 U/µL)  Kapa Biosystems, Nemčija 
Kazeinski hidrolizat BD (Difco), ZDA 
KH2PO4 Sigma-Aldrich, ZDA 
Kloroform Sigma-Aldrich, ZDA 
Krom azurol S (CAS) Sigma-Aldrich, ZDA 
Kvasni ekstrakt Biolife, Italija 
LB agar Laboratorios Conda S.A., Španija 
Lizocim Sigma-Aldrich, ZDA 
Manitol VWR International, Belgija 
MgCl2 x 6H2O Sigma-Aldrich, ZDA 
MgSO4 x 7H2O Sigma-Aldrich, ZDA 
MnCl2 x 2H2O Merck, Nemčija 
L-triptofan Sigma-Aldrich, ZDA 
MnSO4 x H2O Merck, Nemčija 
MOPS Carl Roth GmbH + Co. KG, Nemčija 
NaCl Sigma-Aldrich, ZDA 
NaOH Merck, Nemčija 
NaDS Fluka, Nemčija 
Natrijev citrat x 2H2O Sigma-Aldrich, ZDA 
Se nadaljuje  
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Nadaljevanje Preglednice 1:  V nalogi uporabljeni reagenti. 
Reagent Proizvajalec, država 
Natrijev glutamat x H2O Sigma-Aldrich, ZDA 
Oligonukleotidni začetnik katA-F (10 µM)  IDT, ZDA 
Oligonukleotidni začetnik katA-R (10 µM)  IDT, ZDA 
Proteinaza K Sigma-Aldrich, ZDA  
Pufer 50x TAE Thermo Fischer Scientific, ZDA 
Pufer PCR MgCl2  Kapa Biosystems, Nemčija 
Ribonukleaza »RNase A« Sigma-Aldrich, ZDA 
Sojina moka Sigma-Aldrich, ZDA 
Spektinomicin Alfa Aesar, Nemčija 
Tiamin hidroklorid - vitamin B1 Fluka, Nemčija 
Tripton Biolife, Italija 
Tris-HCl Sigma-Aldrich, ZDA 
ZnCl2 Sigma-Aldrich, ZDA 
 
3.3 MATERIAL ZA ENKRATNO UPORABO 
 
Preglednica 2: V nalogi uporabljen material za enkratno uporabo. 
Material Proizvajalec, država 
Amicon ® Ultra 15 ultrafiltracijske centrifugirne 
enote (30k) 
Merck, Nemčija 
Amicon ® Ultra 4 ultrafiltracijske centrifugirne enote 
(3k) 
Merck, Nemčija 
Centrifugirke 15 mL Isolab, Nemčija 
Centrifugirke 50 mL Isolab, Nemčija 
Črna mikrotitrska plošča s prozornim dnom Greiner Bio-One, Avstrija 
Drigalski spatula Golias Labortehnika, Slovenija 
Filtri (premer por – 0,20 µm) Brand, Nemčija 
Kiveta Brand, Nemčija 
Mikrocentrifugirke 1,5 mL Brand, Nemčija 
Mikrocentrifugirke za PCR Brand, Nemčija 
Petrijevke Golias Labortehnika, Slovenija 
Pipetni nastavki Sarstedt, Nemčija 
Siringe BD, ZDA 
Sterilne plastične cepilne zanke Golias Labortehnika, Slovenija  
Sterilne plastične Pasterjeve pipete Biosigma, Italija 
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Preglednica 3: V nalogi uporabljene aparature. 
Aparatura Proizvajalec, država 
Aparat za PCR Biometra, Nemčija 
Avtoklav (A-21) Kambič, Slovenija 
Centrifuga (Sigma 3K30) Knauer, Nemčija 
Čitalec mikrotitrskih ploščic (Cytation 3) BioTek Instruments, Inc., ZDA 
Digestorij (W90) Waldner, Nemčija 
Fotoaprat Canon, Japonska 
Fotometer (MA 9510) Iskra, Slovenija 
Instrument za elektroforezo Bio-Rad, ZDA 
Komplet pipet Brand, Nemčija 
Laminarij (Laminar Flow Canbinet) ESCO, ZDA 
Magnetni mešalnik (Rotamix 550 MMH) Tehtnica, Slovenija 
Mikrocentrifuga (Centrifuge 5424) Eppendorf, Nemčija 
Mikrovalovna pečica Daewoo electronics, Velika Britanija 
Nanodrop 1000 Thermo Scientific, ZDA 
Napajalnik za elektroforezo Biometra, Nemčija 
pH meter (Inolab) WTW, Nemčija 
Stresalna kopel (SW22) Julabo, Nemčija 
Stresalnik Tehtnica, Slovenija 
Tehtnica (Vibra) Shinko Denshi Co., Japonska 
Termoblok (Stuart SBH130DC) Stuart equipment, Velika Britanija 
Ultrasonični dezintegrator (Mk 2) MSE Scientific Instruments, Anglija 
UV presvetljevalnik (G:BOX F3) Syngene, ZDA 
UV/VIS spektrofotometer (Multiscan spectrum) Thermo Scientific, ZDA 
Vibracijski mešalnik Tehtnica, Slovenija 
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Preglednica 4: V nalogi uporabljeni bakterijski sevi in njihovi genotipi. 
Bakterijski sev Oznaka 
bakterijskega 
seva 
Genotip Donorski sev in 
vir 
Vir 
Bacillus subtilis PS-216 PS-216 wt / Štefanič in Mandić 
Mulec, 2009 
Bacillus subtilis PS-216 
ΔperR 
BM1531 ΔperR::ery Bacillus subtilis 
BKE08730 (Koo 
in sod., 2017) 
To delo 
Bacillus subtilis PS-216 
ΔkatA 
BM1550 ΔkatA::ery Bacillus subtilis 
BKE08820 (Koo 
in sod., 2017) 
To delo 





SH517 (Hoover in 
sod., 2010) 
To delo 
Streptomyces rimosus R7 R7 wt / Alačević in sod,, 
1973 
 





0,5 g eritromicina smo raztopili v 10 mL 96 % (v/v) etanola, da smo dobili založno 
koncentracijo 50 mg/mL. Raztopino antibiotika smo filtrirali skozi sterilni filter s porami 
premera 0,20 µm, nato smo jo alikvotirali v 1,5-mL mikrocentrifugirke in shranili pri 
temperaturi -20 °C. 
 
Spektinomicin (Sp) 
0,5 g spektinomicina smo raztopili v 10 mL dH2O, da smo dobili založno koncentracijo 50 
mg/mL. Raztopino antibiotika smo filtrirali skozi sterilni filter s porami premera 0,20 µm, 




1 mM H2DCFDA 
V 10 mL 96 % (v/v) etanola smo dodali 4,9 mg 2',7'-diklorodihidrofluorescein diacetata 
(H2DCFDA). Pred vsako uporabo smo pripravili svežo raztopino. 
 
  
Černoša A. Fiziološki odziv na medvrstne interakcije in vzrok za proizvodnjo rožnate učinkovine pri bakteriji S. rimosus. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2018 
17 
3.6.3 Raztopine soli, pufri in založne raztopine za gojišča 
 
Tiamin hidroklorid (vitamin B1) 
V centrifugirko smo natehtali 0,07 g tiamin hidroklorida (vitamina B1) ter dodali 100 mL 
dH2O. Raztopino smo sterilizirali s filtriranjem skozi sterilni filter s premerom por 0,20 µm. 
 
1000x založna raztopina mikroelementov 
V 100 mL dH2O smo dodali in zmešali na magnetnemu mešalu naslednje spojine: 
10,3 g CaCl2 x 2H2O 
0,8 g MnCl2 x 2H2O 
0,01 g ZnCl2 
 
Založna raztopina FeCl3 x 6H2O 
V centrifugirko smo natehtali 1,3 g FeCl3 x 6H2O ter dodali 100 mL dH2O, da je bila končna 
koncentracija 50 mM. Raztopino smo avtoklavirali 15 minut pri temperaturi 121 °C. 
 
20 % (m/m) glicerol 
V stekleničko smo natehtali 10 g glicerola in nato dopolnili z dH2O do končne teže 50 g. 
 
Pufer TES 
V 100 mL dH2O smo raztopili: 
0,584 g Tris-HCl (pH 7,6) 
0,037 g EDTA x 2H2O 
0,034 g NaCl 
 
10 % NaDS 
V 9 mL dH2O smo raztopili 1 g NaDS. 
 
1x SS soli 
V 1000 mL dH2O smo raztopili: 
6 g KH2PO4 
14 g K2HPO4 
2 g (NH4)2SO4 
1 g natrijevega citrata x 2H2O 
0,2 g MgSO4 x 7H2O 
 
0,1 M MnSO4 
V 40 mL dH2O smo raztopili 0,68 g MnSO4 x H2O. 
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1 M MgSO4 
V 40 mL dH2O smo raztopili 0,86 g MgSO4 x 7H2O. 
 
1 M Na-citrat 
V 10 mL dH2O smo raztopili 2,94 g Na-citrat x 2H2O. 
 
50 mM kalijevega dihidrogenfosfata (KH2PO4) 
V 100 mL dH2O smo raztopili 0,68 g KH2PO4. 
 
50 mM dikalijevega hidrogenfosfat (K2HPO4) 
V 100 mL dH2O smo raztopili 0,872 g K2HPO4. 
 
Kalijev fosfatni pufer (pH 7,8) 
50 mM kalijev fosfatni pufer smo pripravili tako, da smo v določenem razmerju zmešali 50 
mM raztopino kalijevega dihidrogenfosfata (KH2PO4) in 50 mM raztopino dikalijevega 
hidrogenfosfata (K2HPO4), dokler nismo dosegli vrednost pH 7,8. Pri tem smo kislo 
raztopino dodajali v bazično. Pufer smo do uporabe hranili v hladilniku pri temperaturi 4 °C, 
ga pred uporabo sterilizirali s filtracijo skozi sterilni filter s premerom por 0,20 µm in ga 




Tekoče gojišče MSgM 
V 1000 mL dH2O smo v naslednjem vrstnem redu raztopili sledeče spojine: 
20,93 g MOPS 
1,06 g K3PO4 
50 mg L-triptofan 
50 mg DL-fenilalanin 
0,41 g MgCl2 x 6H2O 
5 g natrijev glutamat x H2O 
1 mL 1000x založne raztopine mikroelementov  
5 g manitol 
Preden smo dodali naslednjo spojino, smo počakali, da se je prejšnja dobro raztopila. pH 
gojišča smo umerili s 7 M NaOH na pH 6,5 ter gojišče avtoklavirali 30 minut pri temperaturi 
110 °C. Po avtoklaviranju smo počakali, da se je gojišče ohladilo in sterilno dodali 1 mL 
tiamin hidroklorida (vitamin B1) s koncentracijo 0,7 g/L. 
 
Gojišče MSgM z različnimi koncentracijami FeCl3 smo dobili tako, da smo dodali 1 mL 
1000x založne raztopine mikroelementov brez FeCl3 x 6H2O ter nato dodali določen 
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volumen 50 mM FeCl3 x 6H2O glede na končno koncentracijo FeCl3 v gojišču (Preglednica 
5). 
 
Trdno gojišče MSgM 
Gojišče smo pripravili na enak način kot tekoče gojišče MSgM, le da smo dodali še 15 g 
agarja za 1 L gojišča. Po avtoklaviranju smo počakali, da se je gojišče ohladilo in sterilno 
dodali 1 mL tiamin hidroklorida (vitamin B1) s koncentracijo 0,7 g/L. 
 
Preglednica 5: Količine dodane 50 mM raztopine FeCl3 x 6H2O za različne koncentracije FeCl3 v gojišču 
MSgM. 
Koncentracija FeCl3 x 6H2O v gojišču (µM) Dodan volumen 50 mM raztopine FeCl3 x 6H2O 










Tekoče gojišče Luria-Bertani (LB) 
V 1000 mL dH2O smo raztopili: 
10 g tripton 
5 g NaCl 
5 g kvasni ekstrakt 
Gojišče smo avtoklavirali 15 minut pri temperaturi 121 °C. 
 
Trdno gojišče Luria-Bertani (LB) 
Gojišče smo pripravili na enak način kot tekoče gojišče LB, le da smo dodali še 15 g agarja 
za 1 L gojišča.  
 
Trdno gojišče SM (gojišče za pridobivanje spor S. rimosus R7) 
V 1000 mL dH2O smo raztopili: 
20 g sojine moke 
20 g manitola 
20 g agarja 
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Tekoče gojišče CM (kompetenčno gojišče) 
V 100 mL 1x SS soli smo po avtoklaviranju sterilno dodali: 
0,25 mL 1 M MgCl2 
1 mL 50 % (w/V) glukoze 
1 mL 2 % (w/V) kazeinskega hidrolizata 
1 mL 10 % (w/V) kvasnega ekstrakta 
 
Tekoče gojišče TY 
V 100 mL dH2O smo raztopili: 
1 g tripton 
0,5 g NaCl 
0,5 g kvasni ekstrakt 
1 mL 1 M MgSO4 x 7H2O 
100 µL 0,1 M MnSO4 x H2O 
Gojišče smo avtoklavirali 15 minut pri temperaturi 121 °C. 
 
Mehki agar TY 
Mehki agar TY smo pripravili na enak način kot tekoče gojišče TY, le da smo dodali še 0,7 
g agarja za 100 mL gojišča. Gojišče smo avtoklavirali 15 minut pri temperaturi 121 °C. 
 
Trdno gojišče TY 
Trdno gojišče TY smo pripravili na enak način kot tekoče gojišče TY, le da smo dodali še 
1,5 g agarja za 100 mL gojišča. 
 
Trdno gojišče s citratom in antibiotikom 
V 500 mL dH2O smo raztopili: 
5 g tripton 
2,5 g NaCl 
2,5 g kvasni ekstrakt 
5 mL 1 M MgSO4 x 7H2O 
500 µL 0,1 M MnSO4 x H2O 
5 mL 1 M Na-citrat 
50 µL 50 mg/mL eritromicin 
7,5 g agarja 
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Trdno gojišče CAS (gojišče za določanje sideroforov) 
Pripravili smo tri različne raztopine za pripravo neredčenega CAS agarja: 
13,61 mg CAS v 11,25 mL dH2O 
16,4 mg CTAB v 9 mL dH2O 
45 µL 100 mM FeCl3 x 6H2O in 22,5 µL 2 M HCl v 2,25 mL dH2O 
Vse tri raztopine smo združili v eno ter nato celotno raztopino 20x redčili z dH2O do 
končnega volumna 450 mL. Dodali smo še 9 g agarja ter gojišče avtoklavirali 15 minut pri 
temperaturi 121 °C. Po avtoklaviranju smo gojišče ohladili v vodni kopeli s temperaturo 55 
°C ter sterilno odmerili 15 mL gojišča na ploščo. 
 
Ko so se plošče posušile in strdile, smo sterilno odmerili še 9 mL trdnega gojišča MSgM s 
50 µM FeCl3 ali MSgM z 0 µM FeCl3, ki smo ju pripravili po zgoraj opisanem postopku, ter 
ju razlili na plošče. 
 
Koncentracije antibiotikov v gojišču 
Za bakterijska seva B. subtilis BM1531 (ΔperR) in B. subtilis BM1550 (ΔkatA) smo v 
gojišče dodali eritromicin (Ery) do končne koncentracije 5 µg/mL.  
 
Za bakterijski sev B. subtilis BM1534 smo v gojišče dodali spektinomicin (Sp) do končne 




3.7.1 Priprava mutant Bacillus subtilis 
 
3.7.1.1 Transformacija bakterijskih celic 
 
3.7.1.1.1 Izolacija kromosomske DNA 
 
Bakterijska seva B. subtilis BKE08730 in B. subtilis SH517 smo nacepili v tekoče gojišče 
LB in ju inkubirali preko noči pri temperaturi 28 °C. Prekonočno kulturo smo nato 100x 
redčili s svežim gojiščem LB, ki smo mu dodali glukozo do končne koncentracije 1 % (v/v). 
Glukoza namreč zavira sporulacijo bakterij. Kulturo smo nato stresali pri temperaturi 37 °C 
do pozne eksponentne faze rasti. 1,5 mL kulture smo prenesli v mikrocentrifugirko in 
centrifugirali 5 minut pri 16000 x g. Nato smo supernatant odstranili, dodali še 1,5 mL 
kulture ter ponovno centrifugirali 5 minut pri 16000 x g. Tako je skupni volumen, iz katerega 
smo izolirali DNA, znašal 3 mL. Po centrifugiranju smo s pipeto previdno odstranili 
supernatant ter celice resuspendirali v 300 µL pufra TES. Nato smo dodali 6 µL lizocima 
(končna koncentracija 1 mg/mL) in 2 µL ribonukleaze »RNase A« (končna koncentracija 60 
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µg/mL). Vzorec smo inkubirali 30 minut pri temperaturi 37 °C. Nato smo dodali 33 µL 
NaDS (končna koncentracija 1 %) in 2 µL proteinaze K (končna koncentracija 120 µg/mL). 
Vzorec smo inkubirali preko noči v termobloku pri temperaturi 50 °C. Po inkubaciji smo v 
digestoriju dodali 200 µL fenola, rahlo premešali suspenzijo in centrifugirali 10 minut pri 
16000 x g. Zgornjo fazo, ki vsebuje pufer TES in kromosomsko DNA, smo z odrezanim 
pipetnim nastavkom prenesli v novo mikrocentrifugirko in ji dodali 200 µL mešanice 
kloroforma in izoamil alkohola v volumskem razmerju 24:1. Vzorec smo ponovno 
centrifugirali 10 minut pri 16000 x g. Znova smo prenesli zgornjo fazo v novo 
mikrocentrifugirko in ji dodali 2,5 volumna hladnega 96 % (v/v) etanola (-20 °C). 
Mikrocentrifugirko smo nato obračali, saj smo tako pospešili obarjanje DNA. Kasneje smo 
vzorce centrifugirali 1 minuto pri 16000 x g. Supernatant smo odstranili in dodali 500 µL 
hladnega 70 % (v/v) etanola. Ponovno smo odstranili supernatant ter nato vzorec posušili ob 
plamenu gorilnika. Po sušenju smo DNA raztopili v 100 µL sterilne vode Mili-Q in jo 
shranili pri temperaturi 4 °C. 
 
3.7.1.1.2 Transformacija bakterijskih celic s kromosomsko DNA 
 
Bakterijski sev B. subtilis PS-216 smo nacepili v 5 mL gojišča LB ter inkubirali preko noči 
s stresanjem pri temperaturi 37 °C. Naslednji dan smo odpipetirali 100 µL prekonočne 
kulture v 10 mL gojišča CM ter jo inkubirali v vodni kopeli s stresanjem pri temperaturi 37 
°C in 200 vrt./min. Po dveh urah inkubacije smo pričeli meriti optično gostoto kulture pri 
valovni dolžini 650 nm (OD650) na pol ure. Tako smo dobili podatek o fazi rasti bakterije 
B. subtilis, saj so le-te najbolj kompetentne dve uri po prehodu v stacionarno fazo in takrat 
smo izvedli transformacijo. Pri transformaciji smo imeli dve mešanici: 
 transformacijska mešanica (0,5 mL kulture in 5 µL kromosomske DNA sevov 
B. subtilis BKE08730 in B. subtilis SH517), 
 negativna kontrola (0,5 mL kulture brez dodane DNA). 
 
Obe mešanici smo inkubirali 30 minut pri temperaturi 37 °C s stresanjem pri 200 vrt./min. 
Nato smo jima dodali 0,5 mL termostatiranega tekočega gojišča LB ter pod enakimi pogoji 
inkubirali še eno uro. Po inkubaciji smo odpipetirali 10 µL in 100 µL vzorca na trdno gojišče 
LB z ustreznim antibiotikom (eritromicin ali spektinomicin) in ga enakomerno razmazali po 
plošči. Preostanek mešanice smo centrifugirali 5 minut pri 8000 x g, odstranili toliko 
supernatanta, da ga je v mikrocentrifugirki ostalo še približno 100 µL. V tem ostanku smo 
resuspendirali celice ter nato ves vzorec odpipetirali na trdno gojišče LB in ga enakomerno 
razmazali po plošči. Trdna gojišča LB smo inkubirali preko noči pri temperaturi 37 °C. 
Nekaj zraslih transformant smo precepili do posameznih kolonij na trdno gojišče LB z 
ustreznim antibiotikom. Nato smo posamezno kolonijo nacepili v tekoče gojišče LB z 
ustreznim antibiotikom, jo inkubirali 8 ur pri temperaturi 37 °C s stresanjem pri 200 vrt./min 
ter jo shranili v glicerolu pri temperaturi -80 °C. 
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Na ta način smo pripravili seva B. subtilis BM1531 (ΔperR) in B. subtilis BM1534. 
 
3.7.1.2 Transdukcija bakterijskih celic 
 
3.7.1.2.1 Priprava lizata 
 
Bakterijski sev B. subtilis BKE08820 smo iz skrinje (-80 °C) precepili na trdno gojišče LB 
in ga inkubirali preko noči pri temperaturi 37 °C. Po inkubaciji smo nacepili eno kolonijo 
B.  subtilis v 2 mL tekočega gojišča TY in kulturo inkubirali 5 ur s stresanjem pri temperaturi 
37 °C, dokler ni dosegla pozne logaritemske faze rasti (vrednost OD650 je bila približno 1,0). 
 
Po inkubaciji smo razredčili bakteriofage SPP1 v tekočem gojišču TY, tako da smo dobili 
redčitve 10-5 in 10-6. Nato smo v epruveti zmešali 100 µL bakteriofagov SPP1 in 200 µL 
bakterijske kulture ter na kratko premešali na vibracijskem mešalniku. Sledila je 15-minutna 
statična inkubacija pri temperaturi 37 °C. Po inkubaciji smo dodali 3 mL mehkega agarja 
TY, rahlo premešali ter nato vso vsebino zlili na sveže trdno gojišče TY. Plošče smo sušili 
eno uro pri sobni temperaturi ter  jih nato inkubirali preko noči pri temperaturi 37 °C. 
 
Po inkubaciji smo na plošče, ki so imele primerno število plakov, dodali 5 mL tekočega 
gojišča TY ter lizat s sterilno spatulo postrgali v 50-mL centrifugirko. Nato smo suspenzijo 
premešali na vibracijskem mešalniku, centrifugirali 10 minut pri 5000 rpm ter lizat prelili v 
novo 15-mL centrifugirko. V centrifugirko smo odpipetirali 4 µL DNAze (začetna 
koncentracija 25 mg/mL) ter lizat z DNAzo inkubirali statično 30 minut pri sobni 
temperaturi. Po inkubaciji smo lizat filtrirali skozi sterilni filter s porami premera 0,20 µm. 




Bakterijski sev B. subtilis PS-216 smo iz skrinje (-80 °C) precepili na trdno gojišče LB in ga 
inkubirali preko noči pri temperaturi 37 °C. Nato smo eno kolonijo nacepili v 3 mL tekočega 
gojišča TY ter inkubirali pri temperaturi 37 °C do pozne logaritemske faze rasti. V 15-mL 
centrifugirke smo pripravili tri mešanice: 
 9 mL tekočega gojišča TY, 2 µL neredčenega lizata in 998 µL kulture; 
 9 mL tekočega gojišča TY, 100 µL neredčenega lizata in 900 µL kulture; 
 9 mL tekočega gojišča TY, 2 µL 100x redčenega lizata in 998 µL kulture. 
 
Vzorce smo statično inkubirali 30 minut pri temperaturi 37 °C. Po inkubaciji smo vzorce 
centrifugirali 10 minut pri 10000 rpm. Nato smo odlili večino supernatanta ter v preostanku 
resuspendirali pelet. 100 µL resuspendiranega peleta smo odpipetirali na trdno gojišče s 
citratom in ustreznim antibiotikom. Plošče smo inkubirali čez noč pri temperaturi 37 °C. 
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Nekaj kolonij, ki so zrasle na plošči, smo nato precepili do posameznih kolonij na trdno 
gojišče LB z ustreznim antibiotikom ter ponovno inkubirali čez noč pri temperaturi 37 °C. 
Nato smo posamezno kolonijo nacepili v tekoče gojišče LB z ustreznim antibiotikom, jo 
inkubirali 8 ur pri temperaturi 37 °C s stresanjem pri 200 vrt./min ter jo shranili v 13,5 % 
(m/m) glicerolu pri temperaturi -80 °C. 
 
3.7.1.2.3 Preverjanje mutante 
 
Uspešnost mutacije v genu katA smo pri izbranem klonu B. subtilis PS-216 katA preverili 
z verižno reakcijo s polimerazo (PCR). 
 
Bakterijske seve B. subtilis BM1550 (ΔkatA), B. subtilis PS-216 in B. subtilis BKE08820 
smo iz skrinje (-80 °C) precepili na trdno gojišče LB z ustreznim antibiotikom in jih 
inkubirali preko noči pri temperaturi 37 °C. V sterilno epruveto smo odpipetirali 5 mL 
tekočega gojišča LB z ustreznim antibiotikom in nacepili eno kolonijo s trdnega gojišča. 
Kulturo smo inkubirali na stresalniku preko noči (približno 16 ur) pri temperaturi 37 °C s 
stresanjem pri 200 vrt./min. 
 
Kot pozitivna kontrola nam je služil sev B. subtilis PS-216, kot negativna kontrola B. subtilis 
BKE08820. Dodatna negativna kontrola je bila mešanica za PCR brez dodane matrice DNA. 
 
Preglednica 6: Priprava mešanice za izvedbo reakcije PCR. Volumen je primeren za 15 25-µL reakcij. 
Mešanica Volumen (µL) 
Voda Mili-Q 238,5 
Pufer PCR MgCl2 75 
dNTP (10 mM) 7,5 
Oligonukleotidni začetnik katA-F (5' 
CGGTTGGAGATAATCAAAACTCAATG 3') (10 
µM) 
18,75 
Oligonukleotidni začetnik katA-R (5' 
TCGTAGTGATCGTAGCTTACGC 3´) (10 µM) 
18,75 
KAPA2G fast (5 U/µL) 1,5 
Skupaj 360 
 
V mikrocentrifugirke za PCR smo zmešali 24 µL mešanice za PCR in 1 µL tekoče kulture. 
Mikrocentrifugirke smo vstavili v aparat za PCR ter uporabili sledeči program (Preglednica 
7). 
 
Gel za elektroforezo smo pripravili tako, da smo v 100-mL erlenmajerico odmerili 30 mL 
pufra 1x TAE in 0,24 g agaroze. Erlenmajerico smo nato dali v mikrovalovno pečico in 
segrevali, da se je agaroza raztopila. Nato smo erlenamajerico z vsebino ohladili do 
temperature 60 °C. Gel smo razlili v že pripravljen nosilec za gel s primernim glavnikom ter 
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počakali, da je polimeriziral. Nato smo iz gela odstranili glavnik ter gel prestavili v 
elektroforezno banjico in dodali toliko pufra 1x TAE, da je bil gel prekrit s pufrom. 
 
Preglednica 7: Program PCR za pomnoževanje gena katA iz različnih sevov Bacillus subtilis. 
Temperatura (°C) Čas Število ciklov 
95 10 min 1 
95 15 sek  
30 53,9 15 sek 
72 20 sek 
72 1 min 45 sek 1 
 
Po končanem programu PCR smo 5 µL vzorca zmešali z 1 µL nanašalnega pufra. Zmes 
vzorca in nanašalnega pufra smo odpipetirali v jamico agaroznega gela. V prvo in zadnjo 
luknjico gela smo nanesli 3 µL raztopine fragmentov DNA znanih velikosti. Elektroforezno 
banjico smo priključili na 90 mV za približno 45 minut. Po končani elektroforezi smo gel 
inkubirali 15 minut v barvilu Gel Red ter ga nato razbarvali v destilirani vodi 15 minut. Nato 
smo gel analizirali ob osvetlitvi z UV z G:BOX. 
 
Pri divjem tipu smo uspeli pomnožiti gen katA, medtem ko ga pri negativnih kontrolah 
nismo. Fragmenti se niso pojavili pri vzorcu, kar pomeni, da je bila transdukcija uspešna in 
smo gen katA uspešno prekinili (podatki niso prikazani). 
 
3.7.2 Priprava prekonočne kulture bakterije B. subtilis PS-216 
 
Bakterijski sev B. subtilis smo iz skrinje (-80 °C) precepili na trdno gojišče LB in ga 
inkubirali preko noči pri temperaturi 37 °C. V sterilno epruveto smo odpipetirali 5 mL 
tekočega gojišča LB in nacepili eno kolonijo s trdnega gojišča LB. Kulturo smo inkubirali 
na stresalniku preko noči (približno 16 ur) pri temperaturi 37 °C s stresanjem pri 200 
vrt./min. 
 
3.7.3  Priprava spor bakterije S. rimosus R7 
 
Bakterijski sev S. rimosus R7 smo vzeli iz skrinje (-80 °C) in ga nacepili na trdno gojišče 
SM. Plošče smo nato inkubirali sedem dni pri temperaturi 28 °C. Po inkubaciji smo na ploščo 
odpipetirali približno 2 mL 20 % (m/m) glicerola. Z drigalsko spatulo smo postrgali spore 
iz površine kolonij S. rimosus R7. S sterilno plastično Pasterjevo pipeto smo nato prenesli 
suspenzijo v sterilno 15-mL centrifugirko, suspenzijo spor dobro premešali na vibracijskem 
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na stresalniku 24 ur pri temperaturi 28 °C s stresanjem pri 200 vrt./min. Po končani 
inkubaciji smo kulture prenesli v 15-mL centrifugirke in jih centrifugirali 10 minut pri 10000 
vrt./min in sobni temperaturi. Nato smo supernatant prefiltrirali skozi sterilni filter s 
premerom por 0,20 µm in pridobili izrabljeno gojišče kulture B. subtilis PS-216. 
 
100 µL sterilnega izrabljenega gojišča smo odpipetirali in enakomerno razmazali z drigalsko 
spatulo po trdnem gojišču MSgM z 0 µM FeCl3 in 50 µM FeCl3. Ko so se plošče posušile, 
smo nacepili še suspenzijo spor S. rimosus R7 (Poglavje 3.7.3), in sicer tako, da smo na vrh 
plošče dali 10 µL suspenzije spor ter nato s sterilno plastično cepilno zanko štirikrat 
razmazali kulturo v ravni črti navzdol. Kot kontrola sta nam služili plošči s trdnim gojiščem 
MSgM z 0 µM FeCl3 in 50 µM FeCl3 ter nacepljeno suspenzijo spor S. rimosus R7 brez 
predhodno razmazanega izrabljenega gojišča. Preostanek izrabljenega gojišča smo shranili 
pri temperaturi -20 °C. Plošče smo inkubirali 7 dni pri temperaturi 28 °C in vsak dan 
spremljali rast ter plošče fotografirali. 
 
3.7.6 Določanje časa sinteze signalne molekule pri bakteriji B. subtilis PS-216 
 
Za vsako časovno točko smo pripravili eno sterilno epruveto ter vanjo odmerili 5 mL gojišča 
MSgM s 50 µM FeCl3. Nato smo odpipetirali 1 % (v/v) inokulum prekonočne kulture 
B. subtilis PS-216 in kulturo inkubirali pri temperaturi 28 °C s stresanjem pri 200 vrt./min. 
Po dveh, štirih, šestih, osmih, desetih, 16-ih, 18-ih, 20-ih, 22-ih in 24-ih urah inkubacije smo 
najprej odpipetirali 300 µL kulture v mikrotitrsko ploščico in s sprektrofotometrom izmerili 
vrednost OD650. Nato smo kulturo prenesli v 15-mL centrifugirke ter centrifugirali 10 minut 
pri 10000 vrt./min in sobni temperaturi. Supernatant smo prefiltrirali skozi sterilni filter s 
premerom por 0,20 µm ter filtrat izrabljenega gojišča shranili pri temperaturi -20 °C do 
uporabe. Tako smo dobili izrabljena gojišča kulture B. subtilis PS-216 iz različnih časovnih 
točk inkubacije. 
 
Na dan uporabe smo izrabljeno gojišče vzeli iz skrinje (-20 °C), ga odmrznili ter ga dobro 
premešali na vibracijskem mešalniku. Nato smo odpipetirali 100 µL sterilnega izrabljenega 
gojišča in ga enakomerno razmazali po trdnem gojišču MSgM s 50 µM FeCl3 z drigalsko 
spatulo. Ko so se plošče posušile, smo nacepili še suspenzijo spor S. rimosus R7, kot je 
opisano v poglavju 3.7.3. Kot kontrola nam je služila plošča s trdnim gojiščem MSgM s 50 
µM FeCl3 in nacepljeno suspenzijo spor S. rimosus R7, ki ni imela predhodno razmazanega 
izrabljenega gojišča. Preostanek izrabljenega gojišča smo shranili pri temperaturi -20 °C. 
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3.7.7 Določanje velikosti signalne molekule pri bakteriji B. subtilis PS-216 
 
Bakterijski sev B. subtilis PS-216 smo iz skrinje (-80 °C) precepili na trdno gojišče LB in ga 
inkubirali preko noči pri temperaturi 37 °C. S trdnega gojišča smo precepili eno kolonijo 
B. subtilis PS-216 v 50 mL gojišča MSgM s 50 µM FeCl3 ter kulturo inkubirali na stresalniku 
22 ur pri temperaturi 28 °C s stresanjem pri 200 vrt./min. Nato smo kulturo prenesli v 50-
mL centrifugirko ter jo centrifugirali 10 minut pri 10000 vrt./min in sobni temperaturi. 
Supernatant smo prefiltrirali skozi sterilni filter s premerom por 0,20 µm. V Amicon ® Ultra 
15 ultrafiltracijske centrifugirne enote (30k) smo odpipetirali 12 mL filtrata ter centrifugirali 
20 minut pri 5000 x g in sobni temperaturi. Nato smo 4 mL spodnje frakcije odpipetirali v 
Amicon ® Ultra 4 ultrafiltracijske centrifugirne enote (3k) ter vzorec centrifugirali 40 minut 
pri 7500 x g in sobni temperaturi. Po centrifugiranju smo dobili dve frakciji – v zgornji 
frakciji so bile molekule, ki so večje od 3 kDa in manjše od 30 kDa, v spodnji frakciji 
molekule, ki so manjše od 3 kDa. Zgornjo frakcijo smo previdno odpipetirali in prenesli v 
svežo 15-mL centrifugirko ter dodali 2 mL svežega gojišča MSgM s 50 µM FeCl3, tako da 
je bila frakcija dvakrat redčena. Nato smo odpipetirali 100 µL zgornje frakcije in jo z 
drigalsko spatulo enakomerno razmazali po trdnem gojišču MSgM s 50 µM FeCl3. Na sveže 
trdno gojišče MSgM s 50 µM FeCl3 smo z drigalsko spatulo enakomerno razmazali tudi 100 
µL spodnje frakcije. Ko so se plošče posušile, smo nacepili še suspenzijo spor S. rimosus 
R7, kot je opisano v poglavju 3.7.3. Kot kontrola nam je služila plošča s trdnim gojiščem 
MSgM s 50 µM FeCl3 z nacepljeno suspenzijo spor S. rimosus R7, kjer nismo predhodno 
razmazali frakcije. Preostanek frakcij smo shranili pri temperaturi -20 °C. Plošče smo 
inkubirali 7 dni pri temperaturi 28 °C in vsak dan spremljali rast ter plošče fotografirali. 
 
3.7.8 Določanje proteinske narave signalne molekule pri bakteriji B. subtilis  
PS-216 
 
En mL spodnje frakcije izrabljenega gojišča B. subtilis PS-216 MSgM s 50 µM FeCl3, ki 
smo jo pridobili po protokolu, opisanem v poglavju 3.6.7, smo odpipetirali v dve novi 
mikrocentrifugirki. V eno mikrocentrifugirko smo dodali 6 µL proteinaze K v končni 
koncentraciji 120 µg/mL ter dobro premešali na vibracijskem mešalniku. Druga 
mikrocentrifugirka ni imela dodane proteinaze K in nam je služila kot kontrola. Obe 
mikrocentrifugirki smo inkubirali statično pri temperaturi 37 °C. Po eni, treh, 24-ih in 48-ih 
urah inkubacije smo iz obeh mikrocentrifugirk odpipetirali 100 µL frakcije ter jo 
enakomerno razmazali po trdnem gojišču MSgM s 50 µM FeCl3 z drigalsko spatulo v dveh 
ponovitvah. Ko so se plošče posušile, smo nacepili še suspenzijo spor S. rimosus R7, kot je 
opisano v poglavju 3.7.3. Plošče smo inkubirali 7 dni pri temperaturi 28 °C in vsak dan 
spremljali rast ter plošče fotografirali. 
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3.7.9 Določanje sideroforov 
 
Na trdno gojišče CAS z gojiščem MSgM z 0 µM FeCl3 ali MSgM s 50 µM FeCl3 smo 
nacepili prekonočno kulturo B. subtilis PS-216 (Poglavje 3.7.1) in suspenzijo spor S. rimosus 
R7 (Poglavje 3.7.3) kot je prikazano na Sliki 2. Kot kontrola so nam služile plošče brez 
nacepljene kulture ter plošče, kjer smo seva nacepili v monokulturi. Plošče smo inkubirali 7 
dni pri temperaturi 28 °C in vsak dan spremljali rast in razbarvanje gojišča ter plošče 
fotografirali. 
 
3.7.10 Interakcija med različnimi mutantami B. subtilis PS-216 in sevom S. rimosus 
R7 
 
Pripravili smo prekonočno kulturo bakterije B. subtilis PS-216 kot je opisano v poglavju 
3.7.3. Na enak način smo pripravili tudi prekonočni kulturi mutant B. subtilis BM1531 
(ΔperR) in B. subtilis BM1550 (ΔkatA), pri čemer smo v trdno in tekoče gojišče LB dodali 
še antibiotik eritromicin s končno koncentracijo 5 µg/mL. Na trdno gojišče MSgM s 50 µM 
FeCl3 smo nacepili prekonočne kulture bakterije B. subtilis PS-216 in njenih mutant 
BM1531 (ΔperR) ter BM1550 (ΔkatA) ter suspenzijo spor S. rimosus R7 (Poglavje 3.7.3), 
kot je prikazano na Sliki 2. Kot kontrola so nam služile plošče, kjer smo seve nacepili v 
monokulturi. Plošče smo inkubirali 7 dni pri temperaturi 28 °C in vsak dan spremljali rast 
ter plošče fotografirali. 
 
3.7.11 Določanje izražanja promotorja gena katA (PkatA) pri bakteriji B. subtilis  
PS-216 z izrabljenim gojiščem bakterije S. rimosus R7 v gojišču MSgM z 
različnimi koncentracijami FeCl3 
 
V sterilne epruvete s 5 mL gojišča MSgM z 0 µM, 50 µM in 100 µM FeCl3 smo odpipetirali 
100 µL suspenzije spor S. rimosus R7 (Poglavje 3.7.3). Kulture smo inkubirali na stresalniku 
čez noč (približno 16 ur) pri temperaturi 28 °C s stresanjem pri 200 vrt./min. V sterilne 
erlenmajerice (250 mL) smo odmerili 50 mL gojišča MSgM z 0 µM, 50 µM in 100 µM 
FeCl3 ter v vsako odpipetirali 1 % (v/v) inokulum prekonočne kulture S. rimosus R7. Kulture 
smo inkubirali 48 ur pri temperaturi 28 °C s stresanjem pri 200 vrt./min. Po inkubaciji smo 
kulture prenesli v 50-mL centrifugirke in jih centrifugirali 10 minut pri 10000 vrt./min in 
sobni temperaturi. Supernatante smo nato prefiltrirali skozi sterilni filter s premerom por 
0,20 µm in pridobili izrabljena gojišča bakterije S. rimosus R7. 
 
Pripravili smo prekonočni kulturi bakterije B. subtilis PS-216 in bakterije B. subtilis 
BM1534, pri čemer smo trdnemu in tekočemu gojišču LB, v katerih smo gojili bakterijo 
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B. subtilis BM1534, dodali antibiotik spektinomicin s končno koncentracijo 100 µg/mL. 
Obe kulturi smo pripravili v treh bioloških ponovitvah. 
V sterilne 100-ml erlenmajerice smo odmerili 20 mL svežega gojišča MSgM z 0 µM FeCl3, 
50 µM FeCl3 ali 100 µM FeCl3 v treh ponovitvah – te erlenmajerice so služile kot kontrola. 
V druge sterilne 100-mL erlenmajerice smo odmerili 19 mL svežega gojišča MSgM z 0 µM 
FeCl3, 50 µM FeCl3 ali 100 µM FeCl3 v treh ponovitvah ter vanje odpipetirali še 1 mL 
izrabljenega gojišča MSgM z ustrezno koncentracijo FeCl3 kulture S. rimosus R7. Nato smo 
v erlenmajerice odpipetirali 1 % (v/v) inokulum prekonočne kulture B. subtilis PS-216 in 1 
% (v/v) inokulum prekonočne kulture B. subtilis BM1534 in sicer tako, da je bila vsaka 
kultura nacepljena tako v erlenmajerici s svežim gojiščem kot tudi v tisti z dodanim 
izrabljenim gojiščem pri različnih koncentracijah FeCl3. Nato smo vse erlenmajerice 
inkubirali na stresalniku pri temperaturi 37 °C s stresanjem pri 200 vrt./min. Po določenem 
času inkubacije (0, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 24, 26 in 28 ur) smo odpipetirali 200 µL vzorca v dveh 
ponovitvah v črno mikrotitrsko ploščico ter s spektrofluorimetrom izmerili vrednost OD650 
in fluorescenčno intenziteto (vzbujanje: 480 nm, emisija: 510 nm, ojačitev signala: 100). V 
primeru, da je bila vrednost OD650 višja od 1 a.u., smo kulturo redčili s fiziološko raztopino 
ter ponovno izmerili vrednost OD650. Faktor redčitve smo upoštevali pri izračunih. 
 
3.7.12 Določanje znotrajcelične oksidacije na trdnem gojišču MSgM z različnimi 
koncentracijami FeCl3 
 
Za določanje znotrajcelične oksidacije smo uporabili reagent H2DCFDA, ki lahko zaradi 
svoje nepolarnosti prehaja skozi membrane celic. V celici ga nespecifične esteraze 
hidrolizirajo do 2',7'-diklorohidrofluoresceina (H2DCF), ki je polaren in zato ne prehaja 
skozi celično membrano. Ob stiku z reaktivnimi kisikovimi zvrstmi se molekula H2DCF 
oksidira do diklorofluoresceina (DCF), ki lahko fluorescira (Jakubowski in Bartosz, 1997). 
Večja kot je znotrajcelična oksidacija, večja je fluorescenčna intenziteta molekule DCF. 
 
Pripravili smo prekončno kulturo bakterije B. subtilis PS-216 kot je opisano v poglavju 3.7.1. 
Na enak način smo pripravili tudi prekonočno kulturo mutant B. subtilis BM1531 (ΔperR) 
in B. subtilis BM1550 (ΔkatA), pri čemer smo v trdno in tekoče LB gojišče dodali še 
antibiotik eritromicin s končno koncentracijo 5 µg/mL. Na trdna gojišča MSgM z različnimi 
koncentracijami FeCl3 (0 µM, 10 µM, 25 µM, 50 µM, 100 µM in 150 µM FeCl3) smo 
nacepili prekonočno kulturo B. subtilis PS-216 ter suspenzijo spor seva S. rimosus R7 
(Poglavje 3.7.3) kot je prikazano na Sliki 2. Na enak način smo nacepili prekonočno kulturo 
mutant B. subtilis BM1531 (ΔperR) ali B. subtilis BM1550 (ΔkatA) in jih skupaj s suspenzijo 
spor S. rimosus R7 nacepili na trdna gojišča MSgM z 0 µM, 50 µM in 150 µM FeCl3. Kot 
kontrola so nam služile plošče, kjer smo seva nacepili v monokulturi. Plošče smo inkubirali 
2 dni pri temperaturi 28 °C. 
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Po inkubaciji smo v mikrocentrifugirko odpipetirali 500 µL fiziološke raztopine ter s 
sterilnimi plastičnimi cepilnimi zankami prenesli kolonije B. subtilis PS-216, B. subtilis 
BM1531 (ΔperR), B. subtilis BM1550  (ΔkatA) ali S. rimosus R7. Vsakič smo zajeli tri polne 
cepilne zanke posameznega seva, ki je rasel bodisi v monokulturi ali kokulturi. Nato smo 
vzorce centrifugirali 5 minut pri 10000 vrt./min. Po centrifugiranju smo odstranili 
supernatant in dodali 500 µL sveže fiziološke raztopine. Sledila je sonikacija vzorcev z 10-
sekundimi intervali pri amplitudi 15 µm. Vmesni intervali med sonikacijo so bili dolgi 20 
sekund. Bakterije B. subtilis PS-216, B. subtilis BM1531 (ΔperR) in B. subtilis BM1550 
(ΔkatA) smo sonicirali dvakrat, bakterijo S. rimosus R7 trikrat. Po sonikaciji smo vzorce 
centrifugirali 5 minut pri 8000 vrt./min. Nato smo odstranili supernatant ter peletu dodali 
990 µL filtriranega 50 mM kalijevega fosfatnega pufra (pH 7,8). Vzorce smo dobro 
premešali na vibracijskem mešalniku, dokler se niso izkosmičili. Sledila je 5-minutna 
inkubacija vzorcev pri temperaturi 28 °C. Po inkubaciji smo vzorcem dodali 10 µL sveže 
pripravljene raztopine 1 mM H2DCFDA ter jih inkubirali 15 minut v temi pri temperaturi 28 
°C in 200 vrt./min. Po koncu inkubacije smo odpipetirali 200 µL vzorca v dveh ponovitvah 
v črno mikrotitrsko ploščico in s spektrofluorimentrom izmerili vrednost OD650 in 
fluorescenčno intenziteto (vzbujanje: 488 nm, emisija: 520 nm, ojačitev signala: 75). 
Fluorescenčno intenziteto smo merili v intervalu 10 minut eno uro. V primeru, da je bila 
vrednost OD650 višja od 1 a.u., smo kulturo redčili s filtriranim 50 mM kalijevim fosfatnim 
pufrom (pH 7,8) ter ponovno izmerili vrednost OD650. Faktor redčitve smo nato upoštevali 
pri izračunih. 
 
3.7.13 Določanje znotrajcelične oksidacije pri bakteriji B. subtilis PS-216 v tekočem 
gojišču MSgM z različnimi koncentracijami FeCl3 
 
Pripravili smo prekončno kulturo bakterije B. subtilis PS-216 kot je opisano v poglavju 3.7.2. 
V sterilno 100-mL erlenmajerico s 40 mL gojišča MSgM s 50 µM FeCl3 smo dodali 1 % 
(v/v) inokulum prekonočne kulture B. subtilis PS-216 ter kulturo inkubirali 13,5 oziroma 24 
ur pri temperaturi 28 °C s stresanjem pri 200 vrt./min. 
 
Po 13,5 in 24 urah inkubacije smo izmerili vrednost OD650, v 1,5-mL mikrocentrifugirko 
odpipetirali 1 mL kulture in vzorce centrifugirali 5 minut pri 14000 vrt./min. Po 
centrifugiranju smo odstranili supernatant in dodali 500 µL filtriranega 50 mM kalijevega 
fosfatnega pufra (pH 7,8). Nato smo vzorce dobro resuspendirali in jih centrifugirali 5 minut 
pri 14000 vrt./min. Ponovno smo odstranili supernatant in dodali 990 µL 5 % (v/v) ali 10 % 
(v/v) izrabljenega gojišča MSgM z 0 µM, 50 µM ali 100 µM FeCl3 kulture S. rimosus R7, 
ki smo ga pridobili po protokolu, opisanem v poglavju 3.7.11. Za kontrolo smo uporabili 
990 µL 5  % (v/v) ali 10 % (v/v) svežega gojišča MSgM z 0 µM, 50 µM ter 100 µM FeCl3. 
Izrabljeno in sveže gojišče smo pripravili v filtriranem 50 mM kalijevem fosfatnem pufru 
(pH 7,8). Nato smo vzorce inkubirali 5 minut pri temperaturi 28 °C s stresanjem pri 200 
vrt./min. Po inkubaciji smo dodali 10 µL sveže pripravljene raztopine 1 mM H2DCFDA ter 
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vzorce premešali. 200 µL vzorca smo takoj odpipetirali v dveh ponovitvah v črne 
mikrotitrske ploščice ter s čitalcem merili vrednost OD650 in fluorescenčno intenziteto tri ure 
na 15 minut (vzbujanje: 488 nm, emisija: 520 nm, ojačitev signala: 60). V primeru, da je bila 
vrednost OD650 višja od 1 a.u., smo kulturo redčili s filtriranim 50 mM kalijevim fosfatnim 
pufrom (pH 7,8) ter ponovno izmerili vrednost OD650. Faktor redčitve smo upoštevali pri 
izračunih. 
 
3.7.14 Določanje znotrajcelične oksidacije pri bakteriji S. rimosus R7 v tekočem 
gojišču MSgM z različnimi koncentracijami FeCl3 
 
V sterilno 100-mL erlenmajerico s 40 mL gojišča MSgM s 50 µM FeCl3 smo dodali 1 % 
(v/v) inokulum suspenzije spor S. rimosus R7 (Poglavje 3.7.3). Suspenzijo spor smo 
inkubirali 24 oziroma 48 ur pri temperaturi 28 °C s stresanjem pri 200 vrt./min. 
 
Po 24 in 48 urah inkubacije smo izmerili vrednost OD650, v 1,5-mL mikrocentrifugirko 
odpipetirali 1 mL kulture in vzorce centrifugirali 5 minut pri 14000 vrt./min. Po 
centrifugiranju smo odstranili supernatant in dodali 500 µL filtriranega 50 mM kalijevega 
fosfatnega pufra (pH 7,8). Nato smo vzorce resuspendirali in jih centrifugirali 5 minut pri 
14000 vrt./min. Ponovno smo odstranili supernatant in dodali 990 µL 5 % (v/v) ali 10 % 
(v/v) izrabljenega gojišča MSgM z 0 µM, 50 µM ali 100 µM FeCl3 kulture B. subtilis 
PS-216, ki smo ga pridobili po protokolu, opisanem v poglavju 3.6.6. Za kontrolo smo 
uporabili 990 µL 5 % (v/v) ali 10 % (v/v) svežega gojišča MSgM z 0 µM, 50 µM ter 100 
µM FeCl3. Izrabljeno in sveže gojišče smo pripravili v filtriranem 50 mM kalijevem 
fosfatnem pufru (pH 7,8). Nato smo vzorce inkubirali 5 minut pri temperaturi 28 °C s 
stresanjem pri 200 vrt./min. Po inkubaciji smo dodali 10 µL sveže pripravljene raztopine 1 
mM H2DCFDA ter vzorce premešali. 200 µL vzorca smo takoj odpipetirali v dveh 
ponovitvah v črne mikrotitrske ploščice ter s čitalcem merili vrednost OD650 in 
fluorescenčno intenziteto tri ure na 15 minut (vzbujanje: 488 nm, emisija: 520 nm, ojačitev 
signala: 50). V primeru, da je bila vrednost OD650 višja od 1 a.u., smo kulturo redčili s 
filtriranim 50 mM kalijevim fosfatnim pufrom (pH 7,8) ter ponovno izmerili vrednost OD650. 




3.8.1 Določanje vrednosti OD650  
 
Izmerjeni vrednosti OD650 smo odšteli ustrezno ozadje. V primeru, da je bila vrednost OD650 
višja od 1 a.u., smo kulturo redčili s fiziološko raztopino ali filtriranim 50 mM kalijevim 
fosfatnim pufrom (pH 7,8) ter tako popravili nelinearnosti meritve optične gostote v 
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odvisnosti od celične gostote. Faktor redčenja smo nato upoštevali pri končni vrednosti 
OD650 ter izračunali povprečje vseh ponovitev in standardno deviacijo. 
 
 
3.8.2 Izračun fluorescenčne intenzitete 
 
Fluorescenčno intenziteto za posamezen pogoj smo izračunali tako, da smo izmerjeni 
vrednosti odšteli ustrezno ozadje (kontrolo). Nato smo izračunali povprečje vseh ponovitev 
ter standardno deviacijo. 
 
Fluorescenčno intenziteto smo normirali tudi na vrednost OD650 in sicer tako, da smo 
vrednost fluorescenčne intenzitete delili z vrednostjo OD650 vzorca in nato izračunali 
povprečje ter standardno deviacijo. 
 
3.8.3 Izračun relativne fluorescenčne intenzitete 
 
Relativno fluorescenčno intenziteto smo izračunali tako, da smo eno fluorescenčno 
intenziteto normirano na OD650, delili z drugo fluorescenčno intenziteto normirano na OD650. 
V našem magistrskem delu smo na ta način izračunali in relativno prikazali dva različna 
načina gojenja. 
 
V primeru rasti bakterij na trdnem gojišču MSgM smo fluorescenčno intenziteto normirano 
na OD650, izmerjeno v rasti v kokulturi delili s fluorescenčno intenziteto normirano na OD650, 
izmerjeno v rasti v monokulturi (kontrola). 
 
V primeru rasti bakterij v tekočem gojišču MSgM smo dodali v tekoče gojišče izrabljeno 
gojišče ali sveže gojišče. Relativno fluorescenčno intenziteto smo izračunali tako, da smo 
fluorescenčno intenziteto normirano na OD650, izmerjeno ob dodatku izrabljenega gojišča 
delili s fluorescenčno intenziteto normirano na OD650, izmerjeno ob dodatku svežega gojišča 
(kontrola). 
 
Če je vrednost relativne fluorescenčne intenzitete, normirane na OD650, manjša od vrednosti 
1, je nivo znotrajcelične oksidacije znižan v primerjavi s kontrolo. V primeru, da je vrednost 
relativne fluorescenčne intenzitete, normirane na OD650, večja od vrednosti 1 je nivo 
znotrajcelične oksidacije zvišan v primerjavi s kontrolo. 
 
3.8.4 Statistična analiza rezultatov 
 
Izračunane vrednosti smo statistično analizirali z uporabo s Studentove t-statistike po sledeči 
enačbi:  
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            …(1), 
 
pri čemer je x̄ povprečje vzorcev, µ populacijsko povprečje, s vzorčna standardna deviacija 
in n število vzorcev. 
 
Uporabili smo stopnjo značilnosti 0,05, kar pomeni, da če je vrednost t nižja od 0,05, so 
rezultati signifikantno različni. V primeru, da je vrednost t višja od 0,05, so rezultati 
signifikantno enaki.  
Černoša A. Fiziološki odziv na medvrstne interakcije in vzrok za proizvodnjo rožnate učinkovine pri bakteriji S. rimosus. 




V predhodnih raziskavah je bilo pokazano, da med sočasnim gojenjem bakterij B. subtilis 
PS-216 in S. rimosus R7 v gojišču MSgM slednja sintetizira rožnato učinkovino. V okviru 
magistrskega dela nas je zanimal signal, ki ga proizvede bakterija B. subtilis PS-216, in je 
vzrok za nastanek rožnate učinkovine pri bakteriji S. rimosus R7. Najprej smo preverili, pri 
kateri koncentraciji FeCl3 se rožnata učinkovina proizvede ter katere koncentracije FeCl3 bi 
bile najbolj optimalne za nadaljnje eksperimente. 
 
4.1 VPLIV ŽELEZA NA NASTANEK ROŽNATE UČINKOVINE PRI BAKTERIJI 
S. rimosus R7 
 
Bakterijo B. subtilis PS-216 in suspenzijo spor S. rimosus R7 smo nacepili na trdno gojišče 
MSgM z različnimi koncentracijami FeCl3 (0 µM, 5 µM, 10 µM, 25 µM, 50 µM, 100 µM in 
150 µM FeCl3) kot je prikazano na Sliki 2. 
 
Kot je razvidno s Slike 3, se rožnata učinkovina pojavi na trdnem gojišču MSgM s 25 µM 
FeCl3 in njena koncentracija narašča z višanjem koncentracije FeCl3. Bakterija S. rimosus 
R7 izloča v gojišče tudi antibiotik oksitetraciklin (Petković in sod., 2006), ki obarva gojišče 
rjavo. Po nekaj dneh inkubacije rjava barva prevlada na gojišču in prekrije nastalo rožnato 
učinkovino, zato smo plošče fotografirali še pred tem pojavom. Rjava barva namreč zmanjša 
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pojavile že v eksponentni fazi rasti. Pri gojenju v tekočem gojišču MSgM s 50 µM FeCl3 in 
100 µM FeCl3 ni signifikantne razlike v fluorescenčni intenziteti, normirani na OD650, ne 
glede na dodano izrabljeno gojišče bakterije S. rimosus R7.  
 
4.6 ZNOTRAJCELIČNA OKSIDACIJA V KOKULTURI BAKTERIJ B. subtilis 
PS-216 IN S. rimosus R7 
 
4.6.1 Znotrajcelična oksidacija na trdnem gojišču MSgM 
 
Najprej smo določili znotrajcelično oksidacijo na trdnih gojiščih MSgM z različnimi 
koncentracijami FeCl3 ter preverili, ali obstaja razlika v nivoju znotrajcelične oksidacije, če 
bakteriji rasteta v monokulturi ali kokulturi. Preverili smo tudi, ali rast v kokulturi z bakterijo 
S. rimosus R7 vpliva na znotrajcelično oksidacijo pri mutantah B. subtilis BM1531 (ΔperR) 
in B. subtilis BM1550 (ΔkatA). 
 
Bakterijo B. subtilis PS-216 in suspenzijo spor S. rimosus R7 smo nacepili na trdna gojišča 
MSgM z različnimi koncentracijami FeCl3 (0 µM, 10 µM, 25 µM, 50 µM, 100 µM in 150 
µM FeCl3) v monokulturi in kokulturi. Po dveh dneh inkubacije smo celicam določili 
znotrajcelično oksidacijo po polurni inkubaciji z reagentom H2DCFDA. Enak protokol smo 
uporabili tudi pri mutantah B. subtilis BM1531 (ΔperR) in B. subtilis BM1550 (ΔkatA). 
 
Zaradi lažje predstave smo na Sliki 11 predstavili le tri različne koncentracije FeCl3 (0 µM, 
50 µM in 150 µM FeCl3; Priloga J; vrednosti pri ostalih koncentracijah FeCl3 so prikazane 
v Prilogi G). Najprej so prikazane fluorescenčne intenzitete, normirane na OD650, pri 
bakterijah B. subtilis PS-216, B. subtilis BM1531 (ΔperR), B. subtilis BM1550 (ΔkatA) in 
S. rimosus R7 glede na rast v monokulturi ali kokulturi. 
 
Kot je razvidno s Slike 11 (Priloge H, K in M)), je nivo znotrajcelične oksidacije nižji pri 
bakteriji B. subtilis PS-216 v primerjavi z bakterijo S. rimosus R7, ne glede na to, ali le-ta 
raste v monokulturi ali kokulturi. Mutanti B. subtilis BM1531 (ΔperR) in BM1550 (ΔkatA) 
zaradi okvarjenih genov ne moreta sintetizirati pomembnih encimov za odstranjevanje 
reaktivnih kisikovih zvrsti. Kljub temu nivo znotrajcelične oksidacije ni tako visok kot pri 
bakteriji S. rimosus R7. 
 
Pri bakteriji B. subtilis PS-216 in njenih mutantah B. subtilis BM1531 (ΔperR)  in B. subtilis 
BM1550 (ΔkatA) ni signifikantnih razlik, če primerjamo nivo znotrajcelične oksidacije pri 
rasti v monokulturi ali kokulturi z bakterijo S. rimosus R7 pri določeni koncentraciji FeCl3 
na trdnem gojišču MSgM. 
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Pri bakteriji B. subtilis PS-216 se nivo znotrajcelične oksidacije na trdnem gojišču MSgM z 
0 µM FeCl3 signifikantno poviša, če le-to gojimo v kokulturi z bakterijo S. rimosus R7. Če 
divji tip gojimo na trdnem gojišču MSgM s 50 µM in 150 µM FeCl3, razlike niso 
signifikantne. 
 
Pri bakteriji S. rimosus R7 ni signifikantnih razlik, če med seboj primerjamo nivoje 
znotrajcelične oksidacije v monokulturi ali kokulturi pri posamezni koncentraciji FeCl3. 
Signifikantne razlike opazimo le, če primerjamo nivo znotrajcelične oksidacije na trdnem 
gojišču MSgM z 0 µM FeCl3 z nivojem na trdnih gojiščih MSgM s 50 µM in 150 µM FeCl3. 
V monokulturi je nivo na trdnem gojišču MSgM s 50 µM FeCl3 2,6-krat višji kot na trdnem 
gojišču MSgM z 0 µM FeCl3. V monokulturi in kokulturi je nivo znotrajcelične oksidacije 
na trdnem gojišču MSgM s 150 µM FeCl3 3,4-krat oziroma 2,1-krat višji kot na trdnem 
gojišču MSgM z 0 µM FeCl3. 
 
Bakterija S. rimosus R7 ima signifikantno nižji nivo znotrajceličnih oksidantov pri gojenju 
v monokulturi v primerjavi s kokulturo z bakterijo B. subtilis BM1531 (ΔperR) na trdnem 
gojišču MSgM z 0 µM FeCl3. Razlika je približno 3,4-kratna. Nivo znotrajcelične oksidacije 
je pri gojenju v monokulturi na gojišču MSgM s 50 µM FeCl3 za približno trikrat višji kot 
na gojišču MSgM z 0 µM FeCl3. Sicer ni signifikantnih razlik pri gojenju v kokulturi glede 
na različne koncentracije FeCl3 v gojišču. 
 
Nivo znotrajcelične oksidacije pri bakteriji S. rimosus R7 je signifikantno nižji, ko smo le-
to gojili na trdnem gojišču MSgM z 0 µM FeCl3 v primerjavi z izmerjeno vrednostjo na 
trdnem gojišču MSgM s 150 µM FeCl3. Bakterija S. rimosus R7 ima signifikantno povišan 
nivo, če raste v kokulturi z mutanto B. subtilis BM1550 (ΔkatA) na trdnem gojišču MSgM s 
50 µM FeCl3. Nivo znotrajcelične oksidacije v kokulturi je v tem primeru za 1,6-krat višji 
kot pri monokulturi. Signifikantne razlike smo opazili tudi pri nivoju znotrajceličnih 
oksidantov v kokulturi na trdnem gojišču MSgM z različnimi koncentracijami FeCl3. Nivo 
kokulture na trdnem gojišču MSgM z 0 µM FeCl3 je za 2,8-krat oziroma 2,6-krat nižji od 
nivojev kokultur na trdnem gojišču MSgM s 50 µM in 150 µM FeCl3. 
 
Na Sliki 11 (Priloge I, L in N) je predstavljena tudi relativna fluorescenčna intenziteta 
normirana na OD650, pri rasti v kokulturi glede na monokulturo za vse štiri seve. Izmerjeno 
fluorescenčno intenziteto v monokulturi smo upoštevali kot kontrolo, na katero smo nato 
normirali fluorescenčno intenziteto v kokulturi. Če je vrednost relativne fluorescenčne 
intenzitete, normirane na OD650, pri rasti v kokulturi glede na monokulturo manjša od 1, rast 
v kokulturi zniža nivo znotrajcelične oksidacije. V primeru, da je vrednost večja od 1, se 
zaradi rasti v kokulturi zviša nivo znotrajcelične oksidacije. 
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Mutanta B. subtilis BM1531 (ΔperR) nima signifikantnih razlik v nivoju znotrajcelične 
oksidacije kokultur pri različnih koncentracijah FeCl3 v gojišču. 
 
Nivo znotrajcelične oksidacije pri mutanti B. subtilis BM1550 (ΔkatA) je signifikantno nižji 
pri gojenju v kokulturi z bakterijo S. rimosus R7 na trdnem gojišču MSgM s 150 µM FeCl3 
v primerjavi z ostalima koncentracijama FeCl3. 
 
Bakterija S. rimosus R7 ima pri rasti v kokulturi z bakterijo B. subtilis PS-216 ter mutanto 
B. subtilis BM1531 (ΔperR) signifikantno višji nivo znotrajcelične oksidacije pri rasti na 
trdnem gojišču MSgM z 0 µM FeCl3 v primerjavi z nivojem na trdnem gojišču MSgM s 50 
µM in 150 µM FeCl3. V kokulturi z mutanto B. subtilis BM1550 (ΔkatA) ima bakterija 
S. rimosus R7 signifikantno nižji nivo znotrajceličnih oksidantov pri rasti na trdnem gojišču 
MSgM z 0 µM FeCl3 v primerjavi z nivojem na trdnem gojišču MSgM s 50 µM FeCl3. Prav 
tako ima bakterija S. rimosus R7 v kokulturi z mutanto B. subtilis BM1550 (ΔkatA) 
signifikantno povišan nivo znotrajcelične oksidacije pri rasti na trdnem gojišču MSgM s 50 
µM FeCl3 v primerjavi z ostalima koncentracijama FeCl3. 
 
4.6.2 Znotrajcelična oksidacija v tekočem gojišču MSgM 
 
4.6.2.1 Optimizacija protokola za določanje znotrajcelične oksidacije pri bakteriji 
B. subtilis PS-216 ob dodatku izrabljenega gojišča bakterije S. rimosus R7 
 
Bakterijo B. subtilis PS-216 smo gojili do pozne eksponentne faze rasti (13,5 ur) v tekočem 
gojišču MSgM z 0 µM, 50 µM in 100 µM FeCl3. Nato smo vzorcem dodali 5 % (v/v) ali 10 
% (v/v) izrabljenega gojišča bakterije S. rimosus R7. Kot kontrola so nam služili vzorci, kjer 
smo dodali 5 % (v/v) ali 10 % (v/v) svežega gojišča MSgM z ustrezno koncentracijo FeCl3. 
Znotrajcelično oksidacijo smo določili z reagentom H2DCFDA. 
 
Na Sliki 12 so predstavljene celična gostota, fluorescenčna intenziteta ter fluorescenčna 
intenziteta normirana na OD650. Pri določanju znotrajcelične oksidacije pri bakteriji 
B. subtilis PS-216 smo ugotovili, da moramo protokol najprej optimizirati, saj se je pokazalo, 
da je vrednost OD650 tekom merjenja fluorescenčne intenzitete upadala pri vseh treh 
koncentracijah FeCl3 v gojišču MSgM, če smo celicam dodali izrabljeno gojišče bakterije 
S. rimosus R7. 
 
Ko smo fluorescenčno intenziteto normirali na OD650, smo ugotovili, da pri nižjih vrednostih 
OD650 fluorescenčna intenziteta ni več premo sorazmerna z vrednostjo OD650, posledično so 
napake meritve veliko večje. Zaradi tega smo se odločili, da bomo pri naših izračunih 
upoštevali izmerjene vrednosti po polurni inkubaciji z reagentom H2DCFDA. Takrat se je 
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Na Sliki 13 so predstavljene celična gostota, fluorescenčna intenziteta ter fluorescenčna 
intenziteta normirana na OD650. Pri določanju znotrajcelične oksidacije pri bakteriji 
S. rimosus R7 smo prav tako kot pri bakteriji B. subtilis PS-216 ugotovili, da s časom 
vrednost OD650 pada, ko smo kulturi dodali izrabljeno gojišče bakterije B. subtilis PS-216. 
Velika napaka, ki se pojavi v tem primeru, je posledica rasti bakterije S. rimosus R7, saj v 
tekočem gojišču MSgM flokulira. 
 
Opazimo lahko, da fluorescenčna intenziteta narašča s časom pri vseh treh koncentracijah 
FeCl3 v tekočem gojišču MSgM. 
 
Ko smo fluorescenčno intenziteto normirali na OD650, smo ugotovili, da je napaka meritev s 
časom vedno večja. Odločili smo se, da bomo pri naših izračunih ravno tako upoštevali 
izmerjeno vrednost po polurni inkubaciji z reagentom H2DCFDA, saj se je takrat vpliv 
dodanega izrabljenega gojišča na nivo znotrajcelične oksidacije že poznal, medtem ko 
vrednost OD650 še ni signifikantno padla. Poleg tega smo tako lahko med seboj primerjali 
rezultate znotrajcelične oksidacije bakterij S. rimosus R7 in B. subtilis PS-216. 
 
4.6.2.3 Znotrajcelična oksidacija v tekočem gojišču MSgM z optimiziranim protokolom 
 
Ko je bila metoda merjenja znotrajcelične oksidacije ob dodatku izrabljenega gojišča 
optimizirana tako za bakterijo B. subtilis PS-216 kot za bakterijo S. rimosus R7 (poglavje 
4.6.2 in 4.6.3), smo izvedli eksperiment, kjer smo spremljali, ali dodatek izrabljenega gojišča 
bakterije S. rimosus R7 vpliva na oksidativni stres pri bakteriji B. subtilis PS-216 ter obratno. 
 
Bakterijo B. subtilis PS-216 smo gojili do pozne eksponentne (13,5 ur) in stacionarne faze 
rasti (24 ur) v tekočem gojišču MSgM z 0 µM, 50 µM in 100 µM FeCl3. Bakterijo S. rimosus 
R7 smo gojili do eksponentne (24 ur) in stacionarne faze rasti (48 ur) v tekočem gojišču 
MSgM z 0 µM, 50 µM in 100 µM FeCl3. Nato smo vzorcem dodali 5 % (v/v) ali 10 % (v/v) 
izrabljenega gojišča MSgM bakterije S. rimosus R7 oz. bakterije B. subtilis PS-216. Kot 
kontrola so nam služili vzorci, kjer smo dodali 5 % (v/v) ali 10 % (v/v) svežega gojišča 
MSgM. Znotrajcelično oksidacijo smo določili z reagentom H2DCFDA. 
 
Na Sliki 14 (Priloge O – T) je predstavljena fluorescenčna intenziteta normirana na OD650, 
pri bakteriji B. subtilis PS-216. Nivo znotrajcelične oksidacije v tekočem gojišču MSgM z 0 
µM FeCl3 ni signifikantno različen, če primerjamo nivoja ob dodatku izrabljenega oziroma 
svežega gojišča. Nivo znotrajcelične oksidacije je signifikantno različen, ko smo bakterijo 
B. subtilis PS-216 gojili v tekočih gojiščih MSgM s 50 µM in 100 µM FeCl3 ter dodali 
izrabljeno oziroma sveže gojišče. Razlika je v obeh primerih dvakratna glede na sveže 
gojišče. 
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gojiščem MSgM manjša od 1, dodatek izrabljenega gojišča zniža nivo znotrajcelične 
oksidacije. V primeru, da je vrednost večja od 1, se zaradi dodanega izrabljenega gojišča 
zviša nivo znotrajcelične oksidacije. 
 
S Slike 14 je razvidno, da se pri bakteriji B. subtilis PS-216 nivo znotrajcelične oksidacije 
signifikantno zviša, če dodamo kulturi v eksponentni fazi rasti izrabljeno gojišče bakterije 
S. rimosus R7, če v gojišče dodamo FeCl3. Ko smo dodali izrabljeno gojišče bakterije 
S. rimosus R7 v tekoče gojišče MSgM z 0 µM FeCl3 v stacionarni fazi rasti, se je nivo 
znotrajcelične oksidacije signifikantno znižal. 
 
Dodatek 10 % (v/v) izrabljenega gojišča S. rimosus R7 kaže podoben trend nivoja 
znotrajcelične oksidacije pri bakteriji B. subtilis PS-216 kot dodatek 5 % (v/v) izrabljenega 
gojišča. Nivo je signifikantno nižji po 13,5 in 24 urah gojenja tekočem gojišču MSgM brez 
FeCl3. Po 24 urah gojenja v tekočem gojišču MSgM s 50 µM in 100 µM FeCl3 je nivo 
znotrajcelične oksidacije signifikantno višji. 
 
Na Sliki 15 (Priloga O, Priloge U – AA) je prikazana fluorescenčna intenziteta normirana na 
OD650, pri bakteriji S. rimosus R7. Po 24-urnem gojenju bakterije S. rimosus R7 v tekočem 
gojišču MSgM z 0 µM FeCl3 je nivo znotrajcelične oksidacije signifikantno nižji, če smo 
kulturi dodali izrabljeno gojišče bakterije B. subtilis PS-216. Razlika je 1,9-kratna. V 
tekočem gojišču MSgM s 50 µM FeCl3 ni signifikantnih razlik, če smo celicam dodali 
izrabljeno ali sveže gojišče. V tekočem gojišču MSgM s 100 µM FeCl3 je nivo znotrajcelične 
oksidacije signifikantno nižji, če smo celicam dodali izrabljeno gojišče bakterije S. rimosus 
R7. Razlika je 1,5-kratna. 
 
Nivo znotrajcelične oksidacije po 48-urnem gojenju bakterije S. rimosus R7 je pri vseh 
koncentracijah FeCl3 signifikantno različen. Pri gojenju v tekočem gojišču MSgM z 0 µM 
FeCl3 je nivo znotrajcelične oksidacije 3,2-krat manjši, če smo v gojišče dodali izrabljeno 
gojišče bakterije B. subtilis PS-216 v primerjavi z dodatkom svežega gojišča MSgM. V 
tekočem gojišču MSgM s 50 µM FeCl3 je nivo znotrajcelične oksidacije 2,7-krat manjši, v 
tekočem gojišču MSgM s 100 µM FeCl3 3,5-krat manjši. 
 
Na Sliki 15 je prikazana tudi relativna fluorescenčna intenziteta normirana na OD650, pri 
dodatku izrabljenega gojišča bakterije glede na dodano sveže gojišče MSgM. Nivo 
znotrajcelične oksidacije je signifikantno zvišan v tekočem gojišču MSgM s 50 µM FeCl3, 
če kulturi po 24-urnem gojenju dodamo izrabljeno gojišče. Nivo znotrajcelične oksidacije 
pri kulturi v tekočem gojišču MSgM z 0 µM in 100 µM FeCl3 ter z dodanim izrabljenim 
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5.1 KARAKTERIZACIJA SIGNALNE MOLEKULE BAKTERIJE B. subtilis ZA 
NASTANEK ROŽNATE UČINKOVINE 
 
Pri predhodnih raziskavah je bilo ugotovljeno, da ob kokultivaciji bakterij B. subtilis PS-216 
in S. rimosus R7 slednja proizvede rožnato učinkovino, katere lastnosti in funkcije še niso 
znane (Sraka, 2017, neobjavljeno). Pri našem delu nas je zanimalo, kaj je signal, ki ga 
sintetizira bakterija B. subtilis PS-216 in povzroči nastanek rožnate učinkovine pri bakteriji 
S. rimosus R7. Predvidevali smo, da je vzrok za nastanek rožnate učinkovine povišan nivo 
znotrajcelične oksidacije, ki se pojavi ob kokultivaciji obeh vrst bakterij. 
 
Najprej smo preverili, pri katerih koncentracijah FeCl3 se pojavi rožnata učinkovina in 
določili najbolj optimalne koncentracije FeCl3 v gojišču MSgM za nadaljnje eksperimente 
(Slika 3). Kot najbolj optimalno gojišče za preverjanje nastanka rožnate učinkovine se je 
izkazalo gojišče MSgM s 50 µM FeCl3. Ko smo želeli preveriti razlike v fiziološkem odzivu 
obeh bakterij, če rožnata učinkovina ne nastane, smo uporabili gojišče MSgM z 0 µM FeCl3. 
Ko nas je zanimalo, ali obstaja kakšna razlika v fiziološkem odzivu obeh bakterij, če je 
sintetizirana večja koncentracija rožnate učinkovine, smo uporabili gojišče MSgM s 100 µM 
ali 150 µM FeCl3. 
 
V prvem delu magistrskega dela smo se osredotočili na identifikacijo signalne molekule, ki 
povzroči nastanek rožnate učinkovine pri bakteriji S. rimosus R7. Najprej smo preverili, pri 
katerih koncentracijah FeCl3 bakterija B. subtilis PS-216 proizvaja signalno molekulo. 
Ugotovili smo, da bakterija B. subtilis PS-216 proizvaja signal neodvisno od koncentracije 
FeCl3 v gojišču MSgM (Slika 4). Molekula FeCl3 torej ne vpliva na nastanek signala. Pri 
tem ni zanemarljiv podatek, da je intenzivnost rožnate barve pri vseh koncentracijah FeCl3 
enaka, kar pomeni, da večja koncentracija FeCl3 ne inducira večje količine signala pri 
bakteriji B. subtilis PS-216. Po drugi strani smo dokazali, da bakterija S. rimosus R7 za 
sintezo rožnate učinkovine nujno potrebuje določeno koncentracijo FeCl3, saj se na gojišču 
MSgM z 0 µM FeCl3 z dodanimi izrabljenimi gojišči bakterije B. subtilis PS-216, 
pridobljenimi pri različnih koncentracijah FeCl3, rožnata učinkovina ne pojavi. 
 
Prav tako so pri predhodnih raziskavah ugotovili, da rožnata učinkovina nastane tudi ob 
gojenju bakterije S. rimosus R7 ter katere druge vrste bakterij (npr. bakterija Escherichia 
coli) (Sraka, 2017, neobjavljeno). Iz tega lahko sklepamo, da gre za molekulo, ki je produkt 
bazalnega metabolizma in ni vrstno specifična. Naši rezultati to tezo potrjujejo, saj bakterija 
B. subtilis proizvaja signal neodvisno od kokultivacije z bakterijo S. rimosus R7. 
 
Glede na vse dosedanje podatke nas je nato zanimalo, v kateri fazi rasti bakterija B. subtilis 
PS-216 proizvede dovolj signala, da pride do nastanka rožnate učinkovine. Ugotovili smo 
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(Slika 5), da lahko rožnato učinkovino na trdnem gojišču opazimo po dodatku izrabljenega 
gojišča, ki je bilo pridobljeno po desetih urah inkubacije bakterije B. subtilis PS-216. To 
pomeni, da se dovolj signala sintetizira v pozni eksponentni fazi rasti. S časom narašča tudi 
koncentracija signala, posledično je intenzivnost rožnate barve vedno večja. Možno je, da 
bakterija B. subtilis PS-216 signal proizvaja že prej, vendar ga šele v pozni eksponentni fazi 
rasti proizvede dovolj, da vzpodbudi sintezo rožnate učinkovine pri bakteriji S. rimosus R7. 
Druga možnost je, da sicer rožnata učinkovina nastane že prej, vendar ne v zadostni 
koncentraciji, da bi jo lahko zaznali s prostim očesom kot obarvanje gojišča. Kot smo že 
omenili, je po določenem času inkubacije na gojišču prevladala rjava barva oksitetraciklina, 
ki ga prav tako izloča bakterija S. rimosus R7 v stacionarni fazi rasti in je zakrila rožnato 
učinkovino, če je bila le-ta prisotna v nizkih koncentracijah. 
 
Signalna molekula, ki jo sintetizira B. subtilis PS-216, je najverjetneje del bazalnega 
metabolizma, zato smo se odločili, da določimo njeno velikost in tako zmanjšamo število 
potencialnih kandidatih molekul. Ugotovili smo (Slika 6), da je iskana signalna molekula 
manjša od 3 kDa, saj se je rožnata učinkovina sintetizirala le na gojišču MSgM, ki je imelo 
razmazano frakcijo z molekulami, manjšimi od 3 kDa. Gre torej za molekulo z nižjo 
molekulsko maso. Posledično nas je zanimalo, ali je signalna molekula grajena iz 
aminokislin. V tem primeru bi bil to peptid, ki je sestavljen iz približno 30 aminokislin ali 
manj. Poleg tega vemo, da bakterija B. subtilis izloča tudi peptidne antibiotike (Sansinenea 
in Ortiz, 2011). Naši rezultati kažejo, da najverjetneje ne gre za peptid, saj dodana proteinaza 
K ni razgradila signala za nastanek rožnate učinkovine (Slika 7). Pri tem eksperimentu smo 
tudi opazili, da je signal nestabilen oz. se razgradi po določenem času inkubacije (48 ur) pri 
temperaturi 37 °C in rožnata učinkovina ne nastane več. 
 
Ker je v našem primeru limitni faktor za nastanek rožnate učinkovine koncentracija FeCl3, 
torej dejansko koncentracija železa, so bili siderofori naslednji resni kandidati za iskan 
signal. Siderofori so namreč molekule, ki imajo visoko afiniteto za vezavo železa, njihova 
glavna funkcija je prenos železa v celico (Neilands, 1981). Poleg tega so siderofori, tako kot 
iskana signalna molekula, molekule z nižjo molekulsko maso (Neilands, 1981). Za določanje 
sideroforov smo uporabili trdno gojišče CAS (Schwyn in Neilands, 1987). Gojišče CAS je 
obarvano modro, če bakterija izloča siderofore, se gojišče okoli kolonije razbarva v rumeno. 
Čeprav naj bi bila molekula CTAB toksična za po Gramu pozitivne bakterije, je kultura 
B. subtilis PS-216 na gojišču zrasla, medtem ko kultura S. rimosus R7 ni. Zaradi tega smo 
trdno gojišče CAS modificirali po Hu in Xu (2011) in ugotovili (Slika 8), da obe bakteriji 
izločata siderofore tako na gojišču MSgM z 0 µM FeCl3 kot tudi na gojišču MSgM s 50 µM 
FeCl3, ne glede na rast v monokulturi ali kokulturi. Ker bakterija S. rimosus R7 izloča 
siderofore neodvisno od koncentracije FeCl3, lahko zaključimo, da siderofori najverjetneje 
niso razlog za nastanek rožnate učinkovine. 
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5.2 VPLIV KOKULTIVACIJE IN DODATKA IZRABLJENEGA GOJIŠČA NA 
ZNOTRAJCELIČNO OKSIDACIJO 
 
V drugem delu magistrska dela smo se posvetili določanju znotrajcelične oksidacije pri obeh 
bakterijah. 
 
Glede na hipotezo, da bi bil za nastanek rožnate učinkovine lahko odgovoren povišan nivo 
znotrajcelične oksidacije, smo preverili, ali rožnata učinkovina nastane pri dveh mutantah 
bakterije B. subtilis PS-216, in sicer mutanti B. subtilis BM1531 (ΔperR), ki ima mutacijo v 
genu perR, vključenem v regulacijo sinteze peroksidaze ter mutanti B. subtilis BM1550 
(ΔkatA), ki ima mutacijo v genu katA za sintezo katalaze (Slika 9). Domnevali smo, da se 
nivo znotrajcelične oksidacije poviša, če ima bakterija okvarjene gene za sintezo encimov, 
ki so pomembni pri odstranjevanju reaktivnih kisikovih zvrsti. Rožnata učinkovina se je 
pojavila na gojišču MSgM s 50 µM FeCl3 tako v kokulturi bakterije S. rimosus R7 z mutanto 
B. subtilis BM1531 (ΔperR) kot tudi z mutanto B. subtilis BM1550 (ΔkatA). Zato lahko 
zaključimo, da mutaciji v teh dveh genih ne vplivata na proizvodnjo signala, ki povzroči 
nastanek rožnate učinkovine. Vseeno lahko na nastanek rožnate učinkovine vpliva kateri od 
drugih antioksidativnih sistemov pri bakteriji B. subtilis PS-216. Pri tem eksperimentu smo 
tudi opazili, da so kolonije mutant B. subtilis BM1531 (ΔperR) in B. subtilis BM1550 
(ΔkatA) veliko manjše kot kolonije divjega tipa, saj mutacije v teh genih zmanjšajo rast 
bakterij. 
 
Nato nas je zanimal odziv bakterije B. subtilis PS-216 in njene mutante B. subtilis BM1534 
na dodano izrabljeno gojišče bakterije S. rimosus R7. Ugotovili smo, da tako divji tip kot 
mutanta slabše rasteta v primeru, ko je gojišču MSgM z 0 µM FeCl3 dodano še izrabljeno 
gojišče bakterije S. rimosus R7 (Slika 10). Bakterije iz rodu Streptomyces pogosto v gojišču 
brez dodanega FeCl3 proizvedejo večje koncentracije antibiotikov kot sicer. Takšna primera 
sta produkcija antibiotika aktinorodin, ki ga sintetizira bakterija Streptomyces coelicolor 
(Coisne in sod., 1999), in antibiotika tetraciklin, ki ga sintetizira bakterija Streptomyces 
aureofaciens (Béchet in Blondeau, 1998). Tudi bakterija S. rimosus R7 bi lahko v gojišču 
brez FeCl3 sintetizirala več oksitetraciklina, ki posledično zmanjša viabilnost celic bakterije 
B. subtilis PS-216. 
 
Ugotovili smo tudi, da se v gojišču MSgM brez dodanega FeCl3 in z dodanim izrabljenim 
gojiščem bakterije S. rimosus R7 signifikantno poviša izražanje PkatA pri bakteriji B. subtilis 
PS-216, medtem ko v gojišču MSgM, kjer smo dodali FeCl3 ni razlik v izražanju PkatA ne 
glede na dodano izrabljeno gojišče. Ta rezultat nakazuje, da bakterija S. rimosus R7 v gojišče 
najverjetneje izloča še druge sekundarne metabolite, ki vplivajo na nivo znotrajceličnih 
oksidantov pri bakteriji B. subtilis PS-216. 
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V naslednjih eksperimentih smo se osredotočili na določanje znotrajcelične oksidacije pri 
obeh bakterijah. Za določanje znotrajcelične oksidacije smo uporabili metodo merjenja 
znotrajcelične oksidacije z reagentom H2DCFDA po Jakubowskem in Bartoszu (1997). Z 
določanjem znotrajcelične oksidacije smo želeli preveriti, ali rast v kokulturi vpliva na nivo 
znotrajcelične oksidacije pri bakterijah B. subtilis PS-216 in S. rimosus R7. 
 
Bakterija S. rimosus R7 ima že na splošno mnogo višji nivo znotrajcelične oksidacije kot 
bakterija B. subtilis PS-216, ne glede na to, ali raste v monokulturi ali kokulturi (Slika 11). 
Pri njej tudi ne opazimo signifikantnih razlik, če primerjamo rast v monokulturi ali kokulturi 
z bakterijo B. subtilis PS-216 pri posameznih koncentracijah FeCl3. Nivo znotrajcelične 
oksidacije je nižji na trdnem gojišču MSgM brez dodanega FeCl3. Vzrok za to je 
najverjetneje antioksidantni učinek, ki ga ima oksitetraciklin (Kładna in sod., 2012) in ga 
bakterija S. rimosus R7 v večji koncentraciji producira v gojišču brez FeCl3. 
 
Nivo znotrajcelične oksidacije pri bakteriji B. subtilis PS-216 se poviša ob rasti v kokulturi 
z bakterijo S. rimosus R7 na trdnem gojišču MSgM brez FeCl3. Ta rezultat je bil pričakovan, 
saj smo podoben trend zasledili že ob spremljanju izražanja promotorja PkatA v tekočem 
gojišču MSgM. 
 
Pri določanju nivoja znotrajcelične oksidacije mutant B. subtilis BM1531 (ΔperR) in 
B. subtilis BM1550 (ΔkatA) ter bakterije S. rimosus R7 smo dobili presenetljive rezultate 
(Slika 11). Nivo znotrajcelične oksidacije na trdnem gojišču MSgM brez FeCl3 se zniža, če 
mutanti gojimo v kokulturi z bakterijo S. rimosus R7. Razlogov za to je najbrž več. Pri 
mutanti B. subtilis BM1531 (ΔperR) je okvarjen gen za sintezo proteina PerR, ki je respresor 
gena katA. Ker ta mutanta tega proteina ne more sintetizirati, se sintetizira več katalaze 
(Faulkner in sod., 2011). Posledično je nivo znotrajcelične oksidacije pri tej mutanti nižji. 
Pri mutanti B. subtilis BM1550 (ΔkatA), ki ima okvarjen gen za sintezo encima katalaza, je 
možno, da njeno vlogo prevzamejo drugi antioksidativni encimi ali neencimski sistemi. 
Takšen encim bi lahko bil na primer katalaza KatE. Katalaza KatE ima sicer manjšo vlogo 
pri oksidativnem stresu, vendar bi v primeru pomanjkanja katalaze KatA lahko prevzela 
njeno vlogo (Engelmann in Hecker, 1996). Druga možnost je, da bakteriji med seboj 
komunicirata in bakterija S. rimosus R7 zazna, da imata mutanti višji nivo znotrajcelične 
oksidacije. Posledično začne bakterija S. rimosus R7 izločati zunajcelične peroksidaze 
(Mercer in sod., 1996), ki bi lahko pomagale tako bakteriji S. rimosus R7 kot tudi obema 
mutantama pri zmanjšanju nivoja znotrajcelične oksidacije. 
 
Nivo znotrajcelične oksidacije se v primerjavi z divjim tipom ne razlikuje signifikantno v 
primeru, ko smo mutanti gojili v kokulturi z bakterijo S. rimosus R7. Signifikantno razliko 
lahko opazimo, če med seboj primerjamo nivo znotrajcelične oksidacije obeh mutant na 
trdnem gojišču MSgM s 50 µM FeCl3. 
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Pri gojenju na trdnem gojišču imajo bakterije asinhrono rast, zaradi česar so po določenem 
času v različnih fizioloških stanjih. Heterogenost kolonij kot posledica različnih fizioloških 
stanj nam je tako onemogočala ponovljivost rezultatov, saj je bil raztros meritev velik. Poleg 
tega smo dobili vpogled v nivo znotrajcelične oksidacije pri gojenju v monokulturi in 
kokulturi na daljši časovni rok. Možno je, da se med rastjo v kokulturi bakterije ves čas 
prilagajajo ena na drugo in tako uravnavajo oksidativni stres zaradi druge bakterije (Bol in 
Yasbin, 1990; Lee in sod., 1993). Zaradi tega smo se odločili, da bomo preverili še nivo 
znotrajcelične oksidacije bakterij v tekočem gojišču MSgM. Pri tem smo naleteli na težavo, 
saj je nemogoče, da bi bakteriji B. subtilis PS-216 in S. rimosus R7 ločili po tem, ko smo ju 
gojili v kokulturi v tekočem gojišču. Zaradi tega smo tekoči kulturi ene bakterije dodali 
izrabljeno gojišče druge bakterije in nato preverili, kakšen je hipen odziv na dodano 
izrabljeno gojišče. 
 
Metodo smo morali najprej optimizirati, saj se je pokazalo, da izrabljeno gojišče bakterije 
S. rimosus R7 vpliva na viabilnost celic B. subtilis PS-216 (Slika 12). Podoben pojav, čeprav 
manj izrazit, smo opazili tudi, ko smo izrabljeno gojišče bakterije B. subtilis PS-216 dodali 
bakteriji S. rimosus R7 (Slika 13). Pri tem smo tudi upoštevali, da pod določeno vrednostjo 
OD650 fluorescenčna intenziteta ne narašča več premo sorazmerno. Čeprav smo pri naših 
poskusih merili fluorescenčno intenziteto tri ure po dodatku regenta H2DCFDA, smo se 
odločili, da bomo uporabili izmerjeno vrednost po polurni inkubaciji, saj je bil takrat vpliv 
na rast bakterij minimalen in raztros podatkov najmanjši, še vedno smo lahko opazili vpliv 
dodanega izrabljenega gojišča na nivo znotrajcelične oksidacije. 
 
Pri našem delu smo ugotovili, da je nivo znotrajcelične oksidacije pri bakteriji B. subtilis 
PS-216 ob dodatku izrabljenega gojišča bakterije S. rimosus R7 višji v pozni eksponentni 
fazi rasti kot v stacionarni fazi rasti (Slika 14). Enak trend smo opazili tudi, ko smo bakteriji 
S. rimosus R7 dodali izrabljeno gojišče bakterije B. subtilis PS-216 (Slika 15). Takšen 
rezultat smo tudi pričakovali, saj so celice v eksponentni fazi rasti bolj občutljive (Dowds in 
sod., 1987). Poleg tega se katalaze in peroksidaze začno sintetizirati šele v pozni eksponentni 
fazi rasti pri obeh organizmih (Loewen in Switala, 1987; Lee in sod., 1993; Kim in sod., 
1994; Zuber, 2009). 
 
Zanimivo je, da nivo znotrajcelične oksidacije pri bakteriji B. subtilis PS-216 v tekočem 
gojišču MSgM z 0 µM FeCl3 ni signifikantno različen, če dodamo izrabljeno gojišče 
bakterije S. rimosus R7 ali ne (Slika 14). Ta rezultat nas preseneča, saj smo ugotovili, da 
dodano izrabljeno gojišče zmanjšuje živost celic (Slika 12). Možno je, da bakterija 
S. rimosus R7 v gojišču brez FeCl3 izloča sekundarne metabolite ter tako ublaži stres zaradi 
limitnega dejavnika. Posledično se sekundarni metaboliti nahajajo v izrabljenem gojišču ter 
v tem primeru pomagajo bakteriji B. subtilis PS-216. Takšne molekule so na primer 
antioksidanti, ki jih izločajo tudi bakterije iz rodu Streptomyces (Janardhan in sod., 2014). 
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V gojišču MSgM z dodanim FeCl3 je nivo znotrajcelične oksidacije pri bakteriji B. subtilis 
PS-216 višji kot če v gojišče MSgM nismo dodali FeCl3. Znano je, da transkripcijski 
regulator PerR zavira prepis genov za sintezo encima katalaze, če ima kot kofaktor vezano 
železo (Faulkner in sod., 2011). V gojišču MSgM brez FeCl3 regulator PerR ne utiša prepisa 
genov za sintezo katalaze in posledično lahko bakterija ves čas sintetizira katalazo. 
 
Pri določanju nivoja znotrajcelične oksidacije bakterije S. rimosus R7 smo opazili (Slika 15), 
da se nivo znotrajcelične oksidacije poviša, če kulturi dodamo sveže gojišče MSgM v 
primerjavi z nivojem pri kulturi z dodanim izrabljenim gojiščem bakterije B. subtilis PS-216. 
Možno je, da tudi bakterija B. subtilis PS-216 izloča antioksidante, ki bi lahko znižali nivo 
znotrajcelične oksidacije pri bakteriji S. rimosus R7. Antioksidante so namreč odkrili tudi 
pri tej vrsti bakterij (Tabbene in sod., 2010). 
 
Naši rezultati so torej pokazali, da je hipni odziv drugačen kot dolgotrajni odziv. Na trdnih 
gojiščih ves čas poteka komunikacija med obema bakterijama in s tem tudi uravnavanje 
odziva na stresne dejavnike oziroma prilagajanje na njih. 
 
Ugotovili smo, da lahko kokultivacija bakterij B. subtilis PS-216 in S. rimosus R7 na trdnem 
gojišču MSgM zviša nivo znotrajcelične oksidacije, predvsem takrat, ko v gojišče nismo 
dodali FeCl3. Medtem ko nam ostali rezultati določanja znotrajcelične oksidacije v tekočem 
gojišču MSgM kažejo, da je nivo znotrajcelične oksidacije povišan predvsem v gojiščih, kjer 
smo dodali FeCl3. 
 
Glede na naše rezultate lahko zaključimo, da znotrajcelična oksidacija pri enem ali drugem 
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Za signalno molekulo, ki jo sintetizira bakterija B. subtilis PS-216 in povzroči nastanek 
rožnate učinkovine pri bakteriji S. rimosus R7, smo v okviru raziskovalnega dela ugotovili, 
da: 
 se sintetizira neodvisno od koncentracije FeCl3 v gojišču; 
 je del bazalnega metabolizma bakterije B. subtilis PS-216; 
 je manjša od 3 kDa; 
 ni grajena iz aminokislin; 
 najverjetneje ni siderofor. 
 
Iz rezultatov našega raziskovalnega dela lahko sklepamo, da: 
 kokultivacija bakterij B. subtilis PS-216 in S. rimosus R7 na trdnem ali v tekočem 
gojišču MSgM zveča znotrajcelično oksidacijo v obeh organizmih, neodvisno od 
dodatka FeCl3 v gojišče; 
 kokultivacija mutante B. subtilis BM1531 (ΔperR) ali BM1550 (ΔkatA) z bakterijo 
S. rimosus R7 zniža znotrajcelično oksidacijo pri mutantah na trdnem gojišču MSgM, 
ne glede na koncentracijo FeCl3 v gojišču; 
 mutaciji v genih, ki so odgovorni za sintezo antioksidativnih encimov pri bakteriji 
B. subtilis PS-216, ne zmanjšata sinteze rožnate učinkovine pri bakteriji S. rimosus 
R7; 
 sprememba nivoja znotrajcelične oksidacije pri bakteriji B. subtilis PS-216 ali 
S. rimosus R7 v kokulturi najverjetneje ne vpliva na proizvodnjo rožnate učinkovine 
pri bakteriji S. rimosus R7. 
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Medvrstne interakcije bakterij so v ekosistemu, kot so tla, izredno pomembne, saj lahko 
povzročijo sintezo sekundarnih metabolitov, ki vplivajo na rast sosednjih celic (Straight in 
Kolter, 2009; Hibbing in sod., 2010; Freilich in sod., 2011). Poleg tega lahko kokultivacija 
dveh ali več vrst bakterij povzroči aktivacijo tihih genskih skupin, ki nosijo zapis za različne 
sekundarne metabolite (Marmann in sod., 2014). 
 
V našem magistrskem delu smo se osredotočili na medvrstne interakcije dveh pomembnih 
talnih bakterij – bakterije B. subtilis in bakterije S. rimosus. Do danes so odkrili že veliko 
različnih sekundarnih metabolitov, ki jih sintetizirata obe vrsti bakterij, s katerimi vplivata 
ena na drugo. Vseeno so mehanizmi delovanja v večini primerov še neznani. V predhodnih 
raziskavah je bilo ugotovljeno, da bakterija S. rimosus R7 ob prisotnosti bakterije B. subtilis 
PS-216 izloča rožnato učinkovino (Sraka, 2017, neobjavljeno), katere struktura in funkcija 
zaenkrat še nista znani. 
 
Pri našem delu smo želeli ugotoviti, katera signalna molekula, ki jo sintetizira bakterija 
B. subtilis PS-216, spodbudi sintezo rožnate učinkovine pri bakteriji S. rimosus R7. Pri tem 
smo uporabili izrabljeno gojišče bakterije B. subtilis in ugotovili, da se signalna molekula 
sintetizira neodvisno od koncentracije FeCl3 v gojišču MSgM. Signalna molekula je del 
bazalnega metabolizma bakterije B. subtilis PS-216 ter je manjša od 3 kDa, vendar ni 
proteinske narave. Zaradi velikosti iskane signalne molekule smo preverili tudi, ali je 
signalna molekula morda siderofor, kar najverjetneje ni. V tem magistrskem delu nismo 
uspeli ugotoviti, za katero signalno molekulo gre. 
 
V drugem delu smo se osredotočili na vpliv znotrajcelične oksidacije na sintezo rožnate 
učinkovine pri bakteriji S. rimosus R7. Za določanje znotrajcelične oksidacije smo uporabili 
reagent H2DCFDA, pri čemer smo merili fluorescenčno intenziteto molekule DCF, ki 
fluorescira ob stiku z reaktivnimi kisikovimi zvrstmi (Jakubowski in Bartosz, 1997). 
Ugotovili smo, da se nivo znotrajcelične oksidacije ob kokultivaciji poviša pri obeh 
bakterijah, če trdnem gojišču MSgM ni dodan FeCl3. Ko smo bakterijama B. subtilis in 
S. rimosus, ki sta bili gojeni v tekočem gojišču MSgM z dodanim FeCl3, dodali še izrabljeno 
gojišče, se je nivo znotrajcelične oksidacije zvišal. 
 
Zanimalo nas je tudi, ali na sintezo signalne molekule bakterije B. subtilis vplivajo tudi 
mutacije v določenih genih, ki so odgovorni za sintezo antioksidativnih encimov. Ugotovili 
smo, da mutacije v teh genih ne vplivajo na sintezo rožnate učinkovine pri bakteriji 
S. rimosus. 
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Glavna ugotovitev našega magistrskega dela je, da povišan nivo znotrajcelične oksidacije, 
ki je posledica kokultivacije bakterij B. subtilis in S. rimosus, verjetno ne vpliva na 
proizvodnjo rožnate učinkovine pri bakteriji S. rimosus R7.  
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Priloga A: Bakteriji B. subtilis PS-216 in B. subtilis BM1534 v tekočem gojišču MSgM z 0 µM FeCl3 brez ali z dodatkom izrabljenega 
gojišča (Ig) bakterije S. rimosus R7: rastne krivulje; izražanje promotorja gena katA podano kot fluorescenčna intenziteta s časom; 
normalizirano izražanje promotorja gena katA na OD650 s časom. Prikazana so povprečja in standardne deviacije treh neodvisnih gojenj 
bakterijske kulture. 
 
 OD650 (a.u.) Fluorescenčna intenziteta (RFU) Fluorescenčna intenziteta/OD650 (RFU/a.u.) 
Čas 








+ Ig PS-216 BM1534 PS-216 + Ig BM1534 + Ig 






0,004 266 ± 23 498 ± 33 308 ± 23 554 ± 57 
24938 ± 
4186 38308 ± 3888 19229 ± 2795 29158 ± 7159 






0,002 284 ± 78 585 ± 56 346 ± 14 736 ± 64 
11833 ± 
3365 23387 ± 2757 11272 ± 1552 19613 ± 2043 






0,012 220 ± 15 722 ± 61 288 ± 60 988 ± 2 4430 ± 546 11346 ± 1737 4061 ± 981 11550 ± 1624 






0,025 139 ± 39 1066 ± 58 292 ± 14 
1322 ± 
115 1002 ± 346 7219 ± 423 1940 ± 188 8474 ± 1566 






0,044 461 ± 68 
2076 ± 
103 590 ± 24 
2239 ± 
120 1697 ± 316 7404 ± 476 2545 ± 186 8992 ± 1655 






0,056 320 ± 78 
2924 ± 
287 749 ± 36 
3090 ± 
344 906 ± 240 7616 ± 795 2273 ± 130 9493 ± 1941 






0,066 167 ± 79 
4516 ± 
485 712 ± 93 
3831 ± 
365 399 ± 192 9677 ± 1168 1841 ± 256 10042 ± 1978 






0,078 141 ± 62 
5035 ± 
503 453 ± 46 
4237 ± 
537 236 ± 108 7896 ± 942 962 ± 134 9312 ± 1982 










155 3237 ± 71 
8432 ± 
368 701 ± 201 1968 ± 376 1659 ± 154 3954 ± 448 














330 611 ± 165 1543 ± 128 1773 ± 171 3862 ± 623 
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Priloga B: Bakteriji B. subtilis PS-216 in B. subtilis BM1534 v tekočem gojišču MSgM z 0 µM FeCl3 brez ali z dodatkom izrabljenega 
gojišča (Ig) bakterije S. rimosus R7: statistična obdelava rezultatov – vrednosti t. Vrednosti, označene z rdečo barvo, niso statistično 
različne (t > 0,05). 
 








PS-216/BM1534 0,091 0,519 0,064 0,614 0,674 0,242 0,127 0,448 0,869 0,369 0,830 
PS-216/PS-216 + Ig 0,021 0,058 0,021 0,551 0,112 0,352 0,233 0,064 0,012 0,004 0,003 
PS-216/BM1534 + Ig 0,045 0,004 0,017 0,539 0,538 0,549 0,454 0,128 0,053 0,025 0,025 
BM1534/PS-216 + Ig 0,081 0,089 0,347 0,739 0,010 0,005 0,012 0,009 0,008 0,000 0,000 
BM1534/BM1534 + Ig 0,084 0,005 0,089 0,584 0,293 0,158 0,121 0,038 0,037 0,001 0,001 















) PS-216/BM1534 0,001 0,006 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 
PS-216/PS-216 + Ig 0,091 0,249 0,129 0,003 0,036 0,001 0,002 0,002 0,525 0,452 0,160 
PS-216/BM1534 + Ig 0,004 0,007 0,000 0,000 0,000 0,001 0,000 0,001 0,001 0,002 0,001 
BM1534/PS-216 + Ig 0,001 0,002 0,001 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 
BM1534/BM1534 + Ig 0,243 0,067 0,010 0,041 0,200 0,596 0,193 0,188 0,330 0,546 0,272 






















PS-216/BM1534 0,034 0,007 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,017 0,007 0,001 
PS-216/PS-216 + Ig 0,152 0,808 0,612 0,026 0,010 0,001 0,000 0,001 0,013 0,004 0,006 
PS-216/BM1534 + Ig 0,456 0,076 0,004 0,007 0,001 0,000 0,000 0,000 0,004 0,005 0,002 
BM1534/PS-216 + Ig 0,001 0,000 0,001 0,000 0,000 0,000 0,001 0,000 0,270 0,217 0,446 
BM1534/BM1534 + Ig 0,085 0,016 0,821 0,313 0,114 0,025 0,750 0,073 0,023 0,011 0,006 
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Priloga C: Bakteriji B. subtilis PS-216 in B. subtilis BM1534 v tekočem gojišču MSgM s 50 µM FeCl3 brez ali z dodatkom izrabljenega 
gojišča (Ig) bakterije S. rimosus R7: rastne krivulje; izražanje promotorja gena katA podano kot fluorescenčna intenziteta s časom; 
normalizirano izražanje promotorja gena katA na OD650 s časom. Prikazana so povprečja in standardne deviacije treh neodvisnih gojenj 
bakterijske kulture. 
 
 OD650 (a.u.) Fluorescenčna intenziteta (RFU) Fluorescenčna intenziteta/OD650 (RFU/a.u.) 
Čas 








+ Ig PS-216 BM1534 PS-216 + Ig BM1534 + Ig 






0,001 138 ± 2 342 ± 37 223 ± 24 411 ± 21 9432 ± 8565 39423 ± 4977 35263 ± 5020 51417 ± 6946 






0,002 186 ± 13 324 ± 42 123 ± 37 384 ± 81 5073 ± 3702 10800 ± 2341 6167 ± 2319 11755 ± 2536 






0,05 205 ± 152 512 ± 34 97 ± 45 799 ± 246 2016 ± 2367 6741 ± 521 1613 ± 765 5748 ± 2731 






0,002 116 ± 32 1116 ± 4 17 ± 32 1551 ± 10 810 ± 267 5903 ± 196 119 ± 232 7753 ± 84 








1578 2695 ± 51 501 ± 36 
3484 ± 
118 2140 ± 755 10057 ± 499 1937 ± 150 11399 ± 1436 






0,003 951 ± 214 4722 ± 50 885 ± 63 5574 ± 32 2439 ± 670 11728 ± 846 2362 ± 170 12250 ± 100 






0,015 1194 ± 46 6635 ± 79 1164 ± 56 
7279 ± 
210 2279 ± 358 11500 ± 209 2271 ± 112 11913 ± 453 






0,016 1347 ± 77 8775 ± 85 1257 ± 49 
8783 ± 
170 1829 ± 162 11000 ± 446 1891 ± 105 10659 ± 293 














96 892 ± 31 1959 ± 74 606 ± 34 1965 ± 31 














304 857 ± 28 1872 ± 19 591 ± 32 1908 ± 59 
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Priloga D: Bakteriji B. subtilis PS-216 in B. subtilis BM1534 v tekočem gojišču MSgM s 50 µM FeCl3 brez ali z dodatkom izrabljenega 
gojišča (Ig) bakterije S. rimosus R7: statistična obdelava rezultatov – vrednosti t. Vrednosti, označene z rdečo barvo, niso statistično 
različne (t > 0,05). 
 








PS-216/BM1534 0,479 0,692 0,655 0,045 0,558 0,763 0,317 0,146 0,004 0,000 0,016 
PS-216/PS-216 + Ig 0,340 0,346 0,483 0,831 0,765 0,689 0,813 0,094 0,039 0,000 0,005 
PS-216/BM1534 + Ig 0,436 0,808 0,572 0,021 0,186 0,142 0,137 0,044 0,000 0,000 0,107 
BM1534/PS-216 + Ig 0,008 0,067 0,030 0,001 0,325 0,168 0,000 0,005 0,171 0,011 0,143 
BM1534/BM1534 + Ig 0,374 0,442 0,096 0,042 0,170 0,035 0,026 0,265 0,818 0,729 0,376 















) PS-216/BM1534 0,001 0,006 0,027 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 
PS-216/PS-216 + Ig 0,004 0,050 0,305 0,019 0,739 0,635 0,511 0,164 0,000 0,001 0,002 
PS-216/BM1534 + Ig 0,000 0,014 0,024 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 
BM1534/PS-216 + Ig 0,010 0,003 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 
BM1534/BM1534 + Ig 0,046 0,318 0,117 0,000 0,000 0,000 0,008 0,945 0,568 0,398 0,158 






















PS-216/BM1534 0,016 0,287 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 
PS-216/PS-216 + Ig 0,036 0,722 0,233 0,014 0,371 0,682 0,847 0,726 0,001 0,000 0,001 
PS-216/BM1534 + Ig 0,003 0,218 0,001 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 
BM1534/PS-216 + Ig 0,460 0,053 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 
BM1534/BM1534 + Ig 0,028 0,793 0,070 0,000 0,083 0,298 0,023 0,242 0,955 0,399 0,256 
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Priloga E: Bakteriji B. subtilis PS-216 in B. subtilis BM1534 v tekočem gojišču MSgM s 100 µM FeCl3 brez ali z dodatkom izrabljenega 
gojišča (Ig) bakterije S. rimosus R7: rastne krivulje; izražanje promotorja gena katA podano kot fluorescenčna intenziteta s časom; 
normalizirano izražanje promotorja gena katA na OD650 s časom. Prikazana so povprečja in standardne deviacije treh neodvisnih gojenj 
bakterijske kulture. 
 
 OD650 (a.u.) Fluorescenčna intenziteta (RFU) Fluorescenčna intenziteta/OD650 (RFU/a.u.) 
Čas 








+ Ig PS-216 BM1534 PS-216 + Ig BM1534 + Ig 










11079 21464 ± 5746 41091 ± 771 






0,001 213 ± 12 605 ± 37 181 ± 24 566 ± 22 
17297 ± 
7783 34245 ± 3636 10462 ± 4737 22620 ± 1551 






0,013 224 ± 33 744 ± 66 172 ± 26 774 ± 4 7456 ± 1899 17177 ± 1813 4265 ± 1101 8891 ± 1301 






0,018 182 ± 18 824 ± 78 106 ± 25 
1033 ± 
168 2175 ± 336 6525 ± 707 742 ± 235 4870 ± 896 






0,01 202 ± 10 1167 ± 69 238 ± 77 
1928 ± 
162 1356 ± 162 6121 ± 1081 1221 ± 441 6534 ± 591 






0,023 432 ± 30 
1872 ± 
176 421 ± 43 2585 ± 50 1939 ± 188 6111 ± 579 1290 ± 215 5907 ± 335 






0,036 252 ± 51 
2207 ± 
197 93 ± 52 
3546 ± 
427 740 ± 155 5486 ± 530 220 ± 126 6418 ± 879 






0,019 173 ± 23 
3052 ± 
248 126 ± 7 4899 ± 26 416 ± 60 5683 ± 652 228 ± 36 6652 ± 176 














1079 395 ± 65 1334 ± 97 476 ± 53 1990 ± 380 














1425 370 ± 85 1298 ± 128 501 ± 77 1854 ± 284 
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Priloga F: Bakteriji B. subtilis PS-216 in B. subtilis BM1534 v tekočem gojišču MSgM s 100 µM FeCl3 brez ali z dodatkom izrabljenega 
gojišča (Ig) bakterije S. rimosus R7: statistična obdelava rezultatov – vrednosti t. Vrednosti, označene z rdečo barvo, niso statistično 
različne (t > 0,05). 
 








PS-216/BM1534 0,187 0,181 0,027 0,004 0,112 0,001 0,014 0,015 0,012 0,038 0,002 
PS-216/PS-216 + Ig 1,000 0,405 0,162 0,031 0,086 0,017 0,085 0,053 0,289 0,177 0,016 
PS-216/BM1534 + Ig 0,239 0,056 0,006 0,002 0,002 0,001 0,003 0,001 0,686 0,028 0,030 
BM1534/PS-216 + Ig 0,187 0,944 0,585 0,393 0,883 0,470 0,601 0,810 0,052 0,036 0,002 
BM1534/BM1534 + Ig 0,579 0,013 0,008 0,004 0,023 0,002 0,006 0,010 0,080 0,004 0,017 















) PS-216/BM1534 0,001 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 
PS-216/PS-216 + Ig 0,030 0,107 0,100 0,013 0,471 0,741 0,019 0,025 0,071 0,188 0,269 
PS-216/BM1534 + Ig 0,014 0,000 0,000 0,002 0,000 0,000 0,001 0,000 0,001 0,003 0,007 
BM1534/PS-216 + Ig 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 
BM1534/BM1534 + Ig 0,025 0,281 0,593 0,143 0,005 0,013 0,016 0,002 0,089 0,184 0,170 






















PS-216/BM1534 0,181 0,090 0,004 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 
PS-216/PS-216 + Ig 0,015 0,249 0,096 0,008 0,676 0,003 0,014 0,002 0,228 0,140 0,129 
PS-216/BM1534 + Ig 0,103 0,785 0,580 0,005 0,000 0,000 0,003 0,000 0,011 0,001 0,026 
BM1534/PS-216 + Ig 0,040 0,002 0,000 0,000 0,001 0,000 0,000 0,000 0,001 0,001 0,000 
BM1534/BM1534 + Ig 0,582 0,020 0,007 0,016 0,603 0,691 0,243 0,003 0,102 0,030 0,096 
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Priloga G: Bakteriji B. subtilis PS-216 in S. rimosus R7 v monokulturi in kokulturi na trdnem gojišču MSgM z 0 µM, 10 µM, 25 µM, 50 
µM, 100 µM in 150 µM FeCl3: fluorescenčna intenziteta normirana na OD650, ter relativne vrednosti fluorescenčne intenzitete normirane 
na OD650 v kokulturi glede na monokulturo. 
 
 Fluorescenčna intenziteta/OD650 (RFU/a.u.) Relativna fluorescenčna intenziteta normirana na OD650, kokulture glede na monokulturo 
Koncentracija FeCl3 v 
gojišču (µM) 0 10 25 50 100 150 0 10 25 50 100 150 
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Priloga H: Bakteriji B. subtilis PS-216 in S. rimosus R7 v monokulturi in kokulturi na trdnem gojišču MSgM z 0 µM, 10 µM, 25 µM, 50 
µM, 100 µM in 150 µM FeCl3: statistična obdelava rezultatov fluorescenčne intenzitete normirane na OD650 – vrednosti t. Vrednosti, 
označene z rdečo barvo, niso statistično različne (t > 0,05). 
 
Koncentracija FeCl3 v 
gojišču (µM) 
0 50 150 
PS-216 R7 PS-216 (kokultura) 
R7 










PS-216 / 0,005 0,027 0,001 0,482 0,006 0,136 0,017 0,350 0,000 0,339 0,000 
R7 0,005 / 0,013 0,092 0,014 0,040 0,010 0,054 0,008 0,001 0,008 0,002 
PS-216 
(kokultura) 0,027 0,013 / 0,002 0,517 0,008 0,430 0,021 0,195 0,000 0,204 0,000 
R7 
(kokultura) 0,001 0,092 0,002 / 0,002 0,230 0,001 0,196 0,001 0,014 0,001 0,022 
50 
PS-216 0,482 0,014 0,517 0,002 / 0,008 0,812 0,019 0,912 0,000 0,924 0,000 
R7 0,006 0,040 0,008 0,230 0,008 / 0,008 0,535 0,007 0,269 0,007 0,333 
PS-216 
(kokultura) 0,136 0,010 0,430 0,001 0,812 0,008 / 0,019 0,574 0,000 0,591 0,000 
R7 
(kokultura) 0,017 0,054 0,021 0,196 0,019 0,535 0,019 / 0,018 0,916 0,018 0,989 
150 
PS-216 0,350 0,008 0,195 0,001 0,912 0,007 0,574 0,018 / 0,000 0,981 0,000 
R7 0,000 0,001 0,000 0,014 0,000 0,269 0,000 0,916 0,000 / 0,000 0,867 
PS-216 
(kokultura) 0,339 0,008 0,204 0,001 0,924 0,007 0,591 0,018 0,981 0,000 / 0,000 
R7 
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Priloga I: Bakteriji B. subtilis PS-216 in S. rimosus R7 v monokulturi in kokulturi na trdnem gojišču MSgM z 0 µM, 10 µM, 25 µM, 50 
µM, 100 µM in 150 µM FeCl3: statistična obdelava rezultatov relativnih vrednosti fluorescenčne intenzitete normirane na OD650 v 





 0 50 150 
  PS-216 R7 PS-216 R7 PS-216 R7 
0 
PS-216 / 0,586 0,394 0,016 0,003 0,003 
R7 0,586 / 0,722 0,048 0,008 0,010 
50 
PS-216 0,394 0,722 / 0,300 0,126 0,125 
R7 0,016 0,048 0,300 / 0,083 0,121 
150 
PS-216 0,003 0,008 0,126 0,083 / 0,882 
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Priloga J: Mutanti B. subtilis BM1531 (ΔperR) in B. subtilis BM1550 (ΔkatA) ter bakterija S. rimosus R7 v monokulturi in kokulturi na 
trdnem gojišču MSgM z 0 µM, 50 µM in 150 µM FeCl3: fluorescenčna intenziteta normirana na OD650, in relativne vrednosti fluorescenčne 
intenzitete normirane na OD650 v kokulturi glede na monokulturo. 
 
 Fluorescenčna intenziteta/OD650 (RFU/a.u.) Relativna fluorescenčna intenziteta normirana na OD650, kokulture glede na monokulturo 
Koncentracija 
FeCl3 v gojišču 
(µM) 
0 50 150 0 50 150 
BM1531 3389 ± 291 3968 ± 180 3155 ± 184  R7 18607 ± 4660 55480 ± 8569 59844 ± 23018 
BM1531 
(kokultura) 3077 ± 46 2641 ± 41 3479 ± 544 0,89 ± 0,07 0,85 ± 0,09 1,09 ± 0,18 
R7 (kokultura) 63222 ± 20347 77363 ± 12060 79390 ± 6301 3,36 ± 1,40 1,35 ± 0,25 1,52 ± 0,46 
BM1550 4489 ± 287 4733 ± 294 5867 ± 432  R7 37847 ± 8362 46428 ± 4957 68406 ± 3098 
BM1550 
(kokultura) 5834 ± 310 7114 ± 142 5839 ± 159 1,34 ± 0,17 1,72 ± 0,08 0,99 ± 0,08 
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Priloga K: Mutanta B. subtilis BM1531 (ΔperR) in bakterija S. rimosus R7 v monokulturi in kokulturi na trdnem gojišču MSgM z 0 µM, 
50 µM in 150 µM FeCl3: statistična obdelava rezultatov fluorescenčne intenzitete normirane na OD650 – vrednosti t. Vrednosti, označene 
z rdečo barvo, niso statistično različne (t > 0,05). 
 
Koncentracija 
FeCl3 v gojišču 
(µM) 
0 50 150 
BM1531 R7 BM1531 (kokultura) 
R7 










BM1531 / 0,000 0,676 0,001 0,597 0,003 0,194 0,008 0,630 0,016 0,905 0,000 
R7 0,000 / 0,000 0,006 0,000 0,017 0,000 0,022 0,000 0,052 0,000 0,001 
BM1531 
(kokultura) 0,676 0,000 / 0,001 0,443 0,003 0,494 0,008 0,893 0,016 0,629 0,000 
R7 
(kokultura) 0,001 0,006 0,001 / 0,001 0,633 0,001 0,541 0,001 0,872 0,001 0,290 
50
 
BM1531 0,597 0,000 0,443 0,001 / 0,004 0,219 0,008 0,421 0,017 0,672 0,000 
R7 0,003 0,017 0,003 0,633 0,004 / 0,003 0,359 0,003 0,837 0,003 0,147 
BM1531 
(kokultura) 0,194 0,000 0,494 0,001 0,219 0,003 / 0,008 0,096 0,015 0,226 0,000 
R7 
(kokultura) 0,008 0,022 0,008 0,541 0,008 0,359 0,008 / 0,008 0,518 0,008 0,926 
15
0 
BM1531 0,630 0,000 0,893 0,001 0,421 0,003 0,096 0,008 / 0,016 0,596 0,000 
R7 0,016 0,052 0,016 0,872 0,017 0,837 0,015 0,518 0,016 / 0,016 0,349 
BM1531 
(kokultura) 0,905 0,000 0,629 0,001 0,672 0,003 0,226 0,008 0,596 0,016 / 0,000 
R7 
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Priloga L: Mutanta B. subtilis BM1531 (ΔperR) in bakterija S. rimosus R7 v monokulturi in kokulturi na trdnem gojišču MSgM z 0 µM, 
50 µM in 150 µM FeCl3: statistična obdelava rezultatov relativnih vrednosti fluorescenčne intenzitete normirane na OD650 v kokulturi 





 0 50 150 
  BM1531 R7 BM1531 R7 BM1531 R7 
0 
BM1531 / 0,012 0,887 0,012 0,253 0,047 
R7 0,012 / 0,014 0,028 0,018 0,046 
50 
BM1531 0,887 0,014 / 0,129 0,460 0,109 
R7 0,012 0,028 0,129 / 0,212 0,547 
150 
BM1531 0,253 0,018 0,460 0,212 / 0,178 
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Priloga M: Mutanta B. subtilis BM1550 (ΔkatA) in bakterija S. rimosus R7 v monokulturi in kokulturi na trdnem gojišču MSgM z 0 µM, 
50 µM in 150 µM FeCl3: statistična obdelava rezultatov fluorescenčne intenzitete normirane na OD650 – vrednosti t. Vrednosti, označene 
z rdečo barvo, niso statistično različne (t > 0,05). 
 
Koncentracija 
FeCl3 v gojišču 
(µM) 
0 50 150 
BM1550 R7 BM1550 (kokultura) 
R7 










BM1550 / 0,002 0,352 0,000 0,873 0,005 0,044 0,000 0,214 0,000 0,233 0,002 
R7 0,002 / 0,002 0,121 0,002 0,480 0,003 0,002 0,002 0,031 0,002 0,061 
BM1550 
(kokultura) 0,352 0,002 / 0,000 0,485 0,005 0,276 0,000 0,975 0,000 0,996 0,002 
R7 
(kokultura) 0,000 0,121 0,000 / 0,000 0,081 0,000 0,000 0,000 0,003 0,000 0,013 
50
 
BM1550 0,873 0,002 0,485 0,000 / 0,005 0,098 0,000 0,374 0,000 0,393 0,002 
R7 0,005 0,480 0,005 0,081 0,005 / 0,006 0,025 0,005 0,143 0,005 0,183 
BM1550 
(kokultura) 0,044 0,003 0,276 0,000 0,098 0,006 / 0,000 0,081 0,000 0,092 0,002 
R7 
(kokultura) 0,000 0,002 0,000 0,000 0,000 0,025 0,000 / 0,000 0,461 0,000 0,669 
15
0 
BM1550 0,214 0,002 0,975 0,000 0,374 0,005 0,081 0,000 / 0,000 0,962 0,002 
R7 0,000 0,031 0,000 0,003 0,000 0,143 0,000 0,461 0,000 / 0,000 0,920 
BM1550 
(kokultura) 0,233 0,002 0,996 0,000 0,393 0,005 0,092 0,000 0,962 0,000 / 0,002 
R7 
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Priloga N: Mutanta B. subtilis BM1550 (ΔkatA) in bakterija S. rimosus R7 v monokulturi in kokulturi na trdnem gojišču MSgM z 0 µM, 
50 µM in 150 µM FeCl3: statistična obdelava rezultatov relativnih vrednosti fluorescenčne intenzitete normirane na OD650 v kokulturi 





 0 50 150 
  BM1550 R7 BM1550 R7 BM1550 R7 
0 
BM1550 / 0,002 0,267 0,252 0,002 0,039 
R7 0,002 / 0,024 0,043 0,047 0,112 
50 
BM1550 0,267 0,024 / 0,752 0,057 0,073 
R7 0,252 0,043 0,752 / 0,085 0,098 
150 
BM1550 0,002 0,047 0,057 0,085 / 0,858 
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Priloga O: Nivo znotrajcelične oksidacije pri bakterijah B. subtilis PS-216 in S. rimosus R7 ob dodatku svežega (Sg) ali izrabljenega 
gojišča (Ig) v tekočem gojišču MSgM z 0 µM, 50 µM in 100 µM FeCl3: fluorescenčna intenziteta normirana na vrednost OD650 in relativna 
fluorescenčna intenziteta normirana na OD650 kulture z dodanim izrabljenim gojiščem glede na kulturo z dodanim svežim gojiščem. 
 
   Fluorescenčna intenziteta/OD650 (RFU/a.u.) 
Relativna fluorescenčna intenziteta normirana na 
OD650 kulture z dodanim Ig glede na kulturo z 
dodanim Sg 
















a 5 % Sg 2411 ± 386 2297 ± 57 1922 ± 60 1,01 ± 0,16 2,13 ± 0,09 2,55 ± 0,23 5 % Ig 2442 ± 36 4895 ± 170 4907 ± 423 







a 5 % Sg 1634 ± 234 1640 ± 229 1667 ± 308 0,27 ± 0,05 1,24 ± 0,23 1,12 ± 0,23 5 % Ig 441 ± 38 2036 ± 241 1862 ± 180 














a 5 % Sg 6384 ± 2445 5087 ± 1012 6620 ± 2004 0,52 ± 0,23 1,28 ± 0,40 0,69 ± 0,22 5 % Ig 3307 ± 763 6505 ± 1533 4567 ± 409 







a 5 % Sg 4062 ± 1173 5182 ± 2019 6200 ± 2436 0,31 ± 0,10 0,36 ± 0,15 0,29 ± 0,14 5 % Ig 1266 ± 146 1889 ± 278 1766 ± 502 
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Priloga P: Nivo znotrajcelične oksidacije pri bakteriji B. subtilis PS-216 ob dodatku svežega (Sg) ali izrabljenega gojišča (Ig) v tekočem 
gojišču MSgM z 0 µM, 50 µM in 100 µM FeCl3 po 13,5 urah gojenja: statistična obdelava rezultatov fluorescenčne intenzitete normirane 
na OD650 – vrednosti t. Vrednosti, označene z rdečo barvo, niso statistično različne (t > 0,05). 
 










 0 / 0,000 0,000 0,016 0,006 0,031 0,876 0,005 0,000 0,586 0,178 0,000 
50 0,000 / 0,957 0,000 0,388 0,432 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 





 0 0,016 0,000 0,000 / 0,003 0,016 0,053 0,038 0,365 0,218 0,032 0,098 
50 0,006 0,388 0,410 0,003 / 0,830 0,007 0,005 0,003 0,007 0,006 0,004 





 0 0,876 0,000 0,000 0,053 0,007 0,031 / 0,581 0,046 0,692 0,761 0,211 
50 0,005 0,000 0,000 0,038 0,005 0,027 0,581 / 0,000 0,895 0,486 0,003 





 0 0,586 0,000 0,001 0,218 0,007 0,029 0,692 0,895 0,360 / 0,787 0,747 
50 0,178 0,000 0,000 0,032 0,006 0,028 0,761 0,486 0,001 0,787 / 0,016 
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Priloga R: Nivo znotrajcelične oksidacije pri bakteriji B. subtilis PS-216 ob dodatku svežega (Sg) ali izrabljenega gojišča (Ig) v tekočem 
gojišču MSgM z 0 µM, 50 µM in 100 µM FeCl3 po 13,5 urah gojenja: statistična obdelava rezultatov relativne fluorescenčne intenzitete 
normirane na OD650 kulture z dodanim izrabljenim gojiščem glede na kulturo z dodanim svežim gojiščem – vrednosti t. Vrednosti, 
označene z rdečo barvo, niso statistično različne (t > 0,05). 
 










 0 / 0,000 0,000 0,016 0,003 0,022 
50 0,000 / 0,024 0,000 0,408 0,022 





 0 0,016 0,000 0,000 / 0,001 0,012 
50 0,003 0,408 0,567 0,001 / 0,552 
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Priloga S: Nivo znotrajcelične oksidacije pri bakteriji B. subtilis PS-216 ob dodatku svežega (Sg) ali izrabljenega gojišča (Ig) v tekočem 
gojišču MSgM z 0 µM, 50 µM in 100 µM FeCl3 po 24-ih urah gojenja: statistična obdelava rezultatov fluorescenčne intenzitete normirane 
na OD650 – vrednosti t. Vrednosti, označene z rdečo barvo, niso statistično različne (t > 0,05). 
 










 0 / 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 
50 0,000 / 0,188 0,000 0,769 0,268 0,015 0,016 0,044 0,000 0,000 0,003 





 0 0,000 0,000 0,000 / 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 
50 0,000 0,769 0,264 0,000 / 0,160 0,018 0,019 0,056 0,000 0,000 0,003 





 0 0,000 0,015 0,087 0,000 0,018 0,003 / 0,962 0,837 0,098 0,017 0,850 
50 0,000 0,016 0,092 0,000 0,019 0,003 0,962 / 0,867 0,084 0,014 0,801 





 0 0,000 0,000 0,001 0,000 0,000 0,000 0,098 0,084 0,121 / 0,117 0,030 
50 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,017 0,014 0,030 0,117 / 0,002 
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Priloga T: Nivo znotrajcelične oksidacije pri bakteriji B. subtilis PS-216 ob dodatku svežega (Sg) ali izrabljenega gojišča (Ig) v tekočem 
gojišču MSgM z 0 µM, 50 µM in 100 µM FeCl3 po 24-ih urah gojenja: statistična obdelava rezultatov relativne fluorescenčne intenzitete 
normirane na OD650 kulture z dodanim izrabljenim gojiščem glede na kulturo z dodanim svežim gojiščem – vrednosti t. Vrednosti, 
označene z rdečo barvo, niso statistično različne (t > 0,05). 
 










 0 / 0,000 0,000 0,002 0,000 0,000 
50 0,000 / 0,295 0,000 0,024 0,079 





 0 0,000 0,000 0,000 / 0,000 0,000 
50 0,000 0,024 0,015 0,000 / 0,196 
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Priloga U: Nivo znotrajcelične oksidacije pri bakteriji S. rimosus R7 ob dodatku svežega (Sg) ali izrabljenega gojišča (Ig) v tekočem 
gojišču MSgM z 0 µM, 50 µM in 100 µM FeCl3 po 24-ih urah gojenja: statistična obdelava rezultatov fluorescenčne intenzitete normirane 
na OD650 – vrednosti t. Vrednosti, označene z rdečo barvo, niso statistično različne (t > 0,05). 
 










 0 / 0,001 0,005 0,181 0,001 0,049 0,015 0,006 0,004 0,014 0,006 0,049 
50 0,001 / 0,014 0,003 0,740 0,845 0,920 0,088 0,913 0,864 0,649 0,300 





 0 0,181 0,003 0,050 / 0,004 0,101 0,036 0,033 0,010 0,032 0,019 0,133 
50 0,001 0,740 0,021 0,004 / 0,995 0,885 0,145 0,693 0,690 0,867 0,421 





 0 0,015 0,920 0,103 0,036 0,885 0,922 / 0,258 0,858 0,822 0,794 0,448 
50 0,006 0,088 0,271 0,033 0,145 0,414 0,258 / 0,125 0,197 0,279 0,791 





 0 0,014 0,864 0,084 0,032 0,690 0,770 0,822 0,197 0,939 / 0,623 0,348 
50 0,006 0,649 0,077 0,019 0,867 0,910 0,794 0,279 0,616 0,623 / 0,545 
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Priloga V: Nivo znotrajcelične oksidacije pri bakteriji S. rimosus R7 ob dodatku svežega (Sg) ali izrabljenega gojišča (Ig) v tekočem 
gojišču MSgM z 0 µM, 50 µM in 100 µM FeCl3 po 24-ih urah gojenja: statistična obdelava rezultatov relativne fluorescenčne intenzitete 
normirane na OD650 kulture z dodanim izrabljenim gojiščem glede na kulturo z dodanim svežim gojiščem – vrednosti t. Vrednosti, 
označene z rdečo barvo, niso statistično različne (t > 0,05). 
 










 0 / 0,009 0,924 0,993 0,091 0,021 
50 0,009 / 0,001 0,003 0,189 0,021 





 0 0,993 0,003 0,901 / 0,056 0,008 
50 0,091 0,189 0,028 0,056 / 0,480 
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Priloga Z: Nivo znotrajcelične oksidacije pri bakteriji S. rimosus R7 ob dodatku svežega (Sg) ali izrabljenega gojišča (Ig) v tekočem 
gojišču MSgM z 0 µM, 50 µM in 100 µM FeCl3 po 48-ih urah gojenja: statistična obdelava rezultatov fluorescenčne normirane na OD650 
– vrednosti t. Vrednosti, označene z rdečo barvo, niso statistično različne (t > 0,05). 
 










 0 / 0,001 0,041 0,116 0,118 0,032 0,000 0,001 0,001 0,002 0,000 0,005 
50 0,001 / 0,612 0,000 0,179 0,686 0,001 0,003 0,002 0,005 0,001 0,007 





 0 0,116 0,000 0,012 / 0,030 0,013 0,000 0,001 0,000 0,002 0,000 0,004 
50 0,118 0,179 0,519 0,030 / 0,236 0,001 0,002 0,001 0,003 0,001 0,006 





 0 0,000 0,001 0,001 0,000 0,001 0,005 / 0,267 0,082 0,066 0,027 0,037 
50 0,001 0,003 0,002 0,001 0,002 0,005 0,267 / 0,449 0,246 0,154 0,088 





 0 0,002 0,005 0,004 0,002 0,003 0,006 0,066 0,246 0,563 / 0,926 0,350 
50 0,000 0,001 0,001 0,000 0,001 0,001 0,027 0,154 0,446 0,926 / 0,360 
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Priloga AA: Nivo znotrajcelične oksidacije pri bakteriji S. rimosus R7 ob dodatku svežega (Sg) ali izrabljenega gojišča (Ig) v tekočem 
gojišču MSgM z 0 µM, 50 µM in 100 µM FeCl3 po 48-ih urah gojenja: statistična obdelava rezultatov relativne fluorescenčne intenzitete 
normirane na OD650 kulture z dodanim izrabljenim gojiščem glede na kulturo z dodanim svežim gojiščem – vrednosti t. Vrednosti, 
označene z rdečo barvo, niso statistično različne (t > 0,05). 
 










 0 / 0,192 0,240 0,001 0,007 0,053 
50 0,192 / 0,043 0,001 0,003 0,053 





 0 0,001 0,001 0,005 / 0,001 0,046 
50 0,007 0,003 0,101 0,001 / 0,815 
100 0,053 0,053 0,300 0,046 0,815 / 
 
